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HGFR      Hepatocyte Growth Factor receptor 
HRE      Hypoxia Response Elements 
HRP      Horse Radish Peroxidase 
HIF1      Hypoxia inducible factor 1 (consisting of  and  subunits) 
HNSCC      Head and Neck Squamous Cell Carcinoma 
HPV      Human Papilloma Virus 
HR      Hazard Rate 
hTERT     human Telomerase Reverse Transcriptase 
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1. General aspects of Head and neck squamous cell carcinoma 
 
1.1 Epidemiology and etiology 
Head and neck cancer is a heterogeneous group of cancers arising from the paranasal 
sinuses, nasal  cavity, oral  cavity, pharynx,  and  larynx  [1]. More  than 95%  of  these 
malignancies  have  a  squamous  histology  and  are  referred  to  as  squamous  cell 
carcinoma  [2].  These  tumors,  arising  from  the  mucosal  linings  of  the  upper 
aerodigestive  tract,  characterize  themselves  by  local  invasion  in  the  surrounding 
tissues,  as  well  as  spread  to  regional  lymph  nodes.  Distant    metastasis  at  initial 
presentation  is uncommon,  arising only  in about 10% of patients  [1]. According  to 
GLOBOCAN  2008  it  is  the  7th  most  frequent  group  of  cancers  with  a  worldwide 
incidence of more  than 600.000 new  cases a year. The associated mortality  rate  is 
about 350.000 patients yearly [3].  This disease typically affects older patients in their 
6th‐7th decade and appears 3 times more frequently in men than females [4]. 
Tobacco and ethanol abuse, as well as Human papilloma virus  (HPV)  infections, are 
regarded as the most important etiological risk factors for developing Head and Neck 
Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) [1,2]. A multitude of chemicals  found  in tobacco 
products,  such  as  dibenz[a,h]anthracene,  benzo‐(a)‐pyrene,  4‐aminobiphenyl, 
acetaldehyde, catechol and benzene, have been shown to be carcinogenic indeed [5]. 
The route(s) by which ethanol may function to enhance oral carcinogenesis are not as 
clear, but a  synergistic effect has been described with  smoking  [6,7].    It  is possible 
that  ethanol  mediates  as  a  solvent,  thereby  enhancing  the  uptake  of  other 
carcinogenic  compounds,  such  as  those  retrieved  from  cigarette  smoke  [8].  In 
addition, acetaldehyde, the first metabolite produced during ethanol degradation, is 
known to be mutagenic [8]. 
Recently,  high‐risk  human  papillomaviruses  (HPV),  and  in  particular  HPV16,  are 
recognized  as  independent  risk  factors  and  are  most  strongly  associated  with 
oropharyngeal  carcinomas  [9].  American  studies  have  shown  that  40  to  65%  of 
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oropharyngeal  HNSCC  could  be  attributed  to  HPV16  [10,11,12,13].  These  HPV 
infections  might  be  the  cause  of    the  increasing  incidence  of  2‐3%  yearly  in 
oropharyngeal  carcinoma,  while  the  incidence  of  HNSCC  in  other  subsites  is 
decreasing  due  to  a  decrease  in  exposure  to  the  classical  risk  factors  ethanol  and 
tobacco [14]. Patients with HPV‐associated HNSCC tend to be non‐smokers and non‐
drinkers,  present  with  more  advanced  N‐stage  lesions,  have  younger  age,  and 
ultimately  experience  improved  survival  [9,13].    These  findings  were  recently 
confirmed in correlative studies from the Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) 
0129   and the Trans Tasman Radiation Oncology group (TROG) 02.02 phase  III trials 
[15,16]. 
Next  to  the  higher mentioned  exogenous  risk  factors,  certain  inherited  disorders, 
such as Fanconi anaemia, Lynch syndrome or Ataxia Teleangiectasia and other a more 
general genetic susceptibility factors predispose to HNSCC [1,2]. Finally, also poor oral 
hygiene,  unhealthy  diet  and  an  inactive  lifestyle  are  linked  to  a  higher  risk  of 
developing HNSCC [17]. 
1.2 Pathogenesis 
HNSCC  originates  from  epithelial  cells  lining  the  mucosal  borders  of  the  upper 
aerodigestive  tract.  The  current  paradigms  suppose  that  normal  epithelial  cells 
eventually  develop  into  tumoral  cells  through  several  intermediate  steps  like 
hyperplasia,  dysplasia,  and  carcinoma  in  situ.  Owing  to  the  developments  in 
molecular  research  during  the  past  two  decades,  this  has  now  been  defined  in 
molecular  terms  [2,18]  .  In HPV  negative HNSCC  one  of  the  first  steps  leading  to 
hyperplasia  is  loss of  the  chromosomal  region 9p21  leading  to  the  loss of  the p16 
tumor suppressor gene  (TSG). Further mutation of the p53 TSG correlates with pre‐
invasive to  invasive HNSCC  lesions while   EGFR  (Epidermal Growth Factor Receptor) 
and  cyclin D amplification  is often  seen  in  invasive  stages of HNSCC  [2,18]. On  the 
other hand p16 and p53 TSG’s are functionally  inactivated by the viral oncoproteins 
E7 and E6 in HPV positive HNSCC [2]. 
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An important concept, especially with respect to HPV negative HNSCC is the notion of 
‘field cancerization’.  Due to exposure of the entire mucosal epithelium at the upper 
aerodigestive  tract  to  carcinogens  from  tobacco  smoke  and  alcohol,  multiple 
subclinical  precursor  lesions will  occur  at  different  spots.  These  subclinical  lesions 
remain often untreated and subsequently result in high rates of local recurrence and 
second  primary  formation  [2].  In  part  this  may  be  one  of  the  reasons  why  HPV 
negative HNSCC’s eventually experience lower overall survival rates.  
 
1.3  Diagnosis and Staging 
As  a  general  rule  in  oncology,  prompt  recognition  of  pathological  symptoms  is 
important to diagnose HNSCC  lesions as early as possible. Symptoms, however, may 
vary according  to  the different  sublocalizations. Tumors arising  in  the hypopharynx 
may  remain  asymptomatic  during  a  prolonged  period  and  give  rise  to  pain  or 
dysphagia  only  later  in  their  evolution,  resulting  in  diagnosis  at  more  advanced 
stages. Patients with vocal cord tumors, on the other hand, may quickly experience 
hoarseness  resulting  in  early  stage  detection.  Once  a  suspicious  lesion  has  been 
discovered a surgical biopsy needs to be taken to confirm diagnosis. The cancerous 
lesion should be classified according to the World Health Organisation classification 
[19].  Once the diagnosis is confirmed tumors should be staged according to the TNM 
classification (UICC 7th edition) assessing tumor extent (T), Nodal involvement (N) and 
Metastasis  (M).    Staging  methods  assessing  local  tumor  extend  and  nodal 
involvement  include  extensive  clinical  examination  and  palpation,  pan‐endoscopy 
and  radiological  imaging  of  the  head  and  neck  region with  computer  tomography 
scanning  (CT‐scan) or magnetic  resonance  imaging  (MRI)  . As a general  rule, MRI  is 
often  the  preferable  staging  procedure  for  every  subsite  except  for  laryngeal  or 
hypopharyngeal  cancers  [20]. A  thoracic X‐ray or  thoracic CT‐scan  is performed  to 
rule  out metastatic  disease  as well  as  second  lung  primaries  in  smoking  patients. 
Further screening for metastasis in the liver can be done by abdominal echography or 
CT‐scan although the incidence of liver metastasis is low [21].  The incidence of bone 
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metastasis is generally regarded too low to justify bone scintigraphy [22].  The role of 
2‐[18F]fluoro‐2‐deoxy‐D‐glucose positron emission  tomography  (FDG‐PET)    in HNSCC 
is investigational. However there is proven added value in selected cases where nodal 
involvement  exists  but  the  primary  tumor  cannot  be  located,  or  in  cases  where  
conventional  imaging  yields  equivocal  results  [23].  Several  centers  also  perform 
endoscopy  of  the  upper  gastrointestinal  tract  to  rule  synchronic  tumors. Accurate 
TNM  staging  has  proven  its  value  in  facilitating  treatment  planning  and  clinical 
decision making, prognosis, evaluation of treatment results and research. 
1.4  Treatment  
When  staging  is  completed  treatment  strategy  should  be  discussed  by  a 
multidisciplinary team [20]. The first decision that is made is if the patient is curable 
or  not,  taking  into  account  the  tumor  stage,  as  well  as  the  patients  age  and 
comorbidity.  If  the patient  is assumed  to be   not  curable,  the  treatment  strategies 
should predominantly pursue prolonged survival together with acceptable quality of 
life.    Therefore  major  treatment  related  toxicity  should  be  avoided  as  much  as 
possible. In case of curative disease, much more toxic treatments are accepted in an 
attempt to completely eradicate the tumor in a specific patient.  
The  treatment of HNSCC  is based on a combination of  three major  treatment arms 
being  surgery,  radiotherapy  and  chemotherapy.  The  choice  of  treatment  depends 
primarily  on  tumor  extend  and  localization  [20].  For metastasized  (and  incurable) 
disease  in general a systemic treatment  like chemotherapy  is necessary.  In  localized 
disease treatment is mainly based on the two local treatment arms: radiotherapy or 
surgery (with or without adjuvant chemotherapy). 
1.4.1 Surgery 
Surgical  interventions  can  vary  from  local  excision  for  small  tumors  to  extended 
resections of primary tumors and regional  lymph nodes with a safety margin. Much 
attention  is given on organ preservation or reconstruction,  to ensure an acceptable 
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functional outcome  [1]. This  is mainly possible  for small, orally accessible  lesions  in 
the oral cavity, pharynx or  larynx. Technical progress  in the area of  laser endoscopy 
and high  resolution  lenses have made microsurgical approaches possible, especially 
for small laryngeal tumors [1].  
1.4.2 Radiotherapy 
Radiotherapy  is  another  treatment  modality  which  is  an  integral  part  of  the 
treatment approach for HNSCC. The aim of this approach is to sterilize all tumor cells 
in the irradiated area by making use of ionizing radiation. Usually a curative outcome 
is pursued and  it  is  important  that  the damage  induced  to  the surrounding normal 
tissues  is avoided as much as possible [1]. Nevertheless, radiotherapy gives rise to a 
significant  amount  of  damage  or  toxicity  to  these  surrounding  normal  tissues.  A 
distinction is made between acute (or early) toxicity which is in general transient and 
late  (or  chronic)  toxicity which  is  not  transient  but  rather  slowly  progressive  [24]. 
Acute side effects are observed during or shortly after a course of radiotherapy while 
late side effects only manifest themselves after a  latency period of at  least 90 days  
after the onset of radiotherapy [24]. 
Acute transient side effects are usually seen in tissues with rapid cellular turnover like 
the  gastrointestinal  mucosa,  the  skin  or  bone  marrow.  In  patients  undergoing  a 
radiotherapy  treatment  for  HNSCC,  oral  mucositis  with  associated  pain, 
oropharyngeal  surinfections  or  eating  disorders  are  a  major  problem,  requiring 
supportive treatment [1].  Besides epidermolysis of the skin is also often seen. 
Late and progressive chronic side effects are usually seen in tissues with slow cellular 
turnover. The pathogenesis of these side effects  is complex but often  these  involve 
vascular changes, fibrosis and loss of functional cells [24]. In case of radiotherapy for 
HNSCC, the most important chronic and dose limiting side effects are dysphagia and 
xerostomia  due  to  radiotherapy  related  damage  to  the  swallowing  structures  and 
salivary  glands  [25].  These  factors  limit  maximum  dose  delivered  since  they  are 
chronic and have a severe impact on quality of life. 
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 In  early  stage  localized  disease  (UICC  stage  I‐II),  either  conservative  surgery  or 
radiotherapy  seem  to  give  comparable  loco‐regional  control  according  to  the 
comparison  of  historical  retrospective  studies  [20].  Unfortunately  no  direct 
comparison  in randomized phase III trials exist. The choice of treatment is therefore 
mainly based on  the expected  toxicity  from  each  treatment.  For  example  an early 
stage lesion of the larynx will be irradiated to preserve vocal functions. On the other 
hand a  lesion on  the  tongue or of  the  ‘floor of mouth’ can easily be  resected with 
good functional outcome, while radiotherapy risks induction of osteoradionecrosis of 
the mandible [26]. 
 For  locally advanced disease (UICC stage  III‐IVb) treatment options are surgery with 
reconstruction  and  postoperative  radiotherapy.  For  patient with  high  risk  features 
(incomplete  resection,  or  nodal  extracapsular  extension)  postoperative 
chemoradiotherapy  is  advised  [27,28]. However  for  resectable patients, where  the 
anticipated functional outcome (or prognosis) is poor, combined radiochemotherapy 
is preferred.  In  irresectable patients  combined  radiochemotherapy  is obviously  the 
standard of care [20]. 
A  possible  role  for  induction  chemotherapy  has  been  reconsidered  since  the 
introduction of the taxane‐platinum‐fluorouracil combination has proven to be highly 
effective [29]. Although  it  is currently not considered as standard of care,  it may be 
an  option  for  organ  preservation  in  advanced  larynx  and  hypopharynx  cancer  in 
patients otherwise requiring total laryngectomy [20].  
1.4.3 Current clinical challenges in HNSCC treatment  
Treatment  for HNSCC  is  highly  complex,  in  part  because  of  the  variety  of  disease 
subsites,  but  also  because  of  the  intricate  anatomy,  with  normal  and  tumoral 
structures often  in close proximity. Surely, normal function of anatomical structures 
in  the head and neck area are essential  to make  speech,  chewing,  swallowing and 
breathing possible. For this reason a lot of attention has been drawn to organ sparing 
therapies during  the  last decades. Here,  radiotherapy has   a very  important  role  to 
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play since it has been shown that even in locally advanced HNSCC disease larynx and 
pharynx preservation  is possible  [30,31].   About 2/3 of patients are diagnosed with 
locally advanced disease [1].  In this group however  less than 1 patient out of 2 will 
eventually experience long term tumor cure. The rest of patients will suffer from local 
or distant HNSCC  relapse and will eventually succumb as a consequence of disease 
progression [1].  
Intensification  of  the  radiotherapy  treatments  used  for  the  majority  of  locally 
advanced HNSCC’s (stage III‐IVb UICC) did result in significantly improved local control 
and  survival.  Several  different  strategies  have  been  successfully  applied,  using 
concurrent  chemotherapy,  hyperfractionation  or  accelerated  radiotherapy  [32,33]. 
Hyperfractionated  radiotherapy  schedules  use  multiple  small  fractions  daily  and 
therefore limit late toxicity but not acute toxicity [24].  This allows then for a limited 
dose  escalation  leading  to  higher  dose  on  the  tumor,  associated with  better  cure 
rates, while having  comparable  chronic  toxicity  in exchange  for more  severe acute 
toxicity.    In accelerated  treatment  the overall  treatment  time  is  shortened without 
reducing  total  dose  or  fractionation  size.  These  schedules  aim  to  reduce  tumor 
repopulation as a cause of radiotherapy failure .  
Although  these schedules  improve  local control and survival they come at a cost of 
increased toxicity [34].  Currently, no further intensification of these schedules seems 
possible  as  almost  half  of  the  surviving  patients will  suffer  from  severe  long  term 
toxicity with an associated impact on quality of life[35]. 
As  toxicity  is  currently  dose  limiting  and  treatment  failure  remains  high,  new 
treatment  strategies  are  needed.  Novel  strategies  to  overcome  these  problems 
involve more complex dose delivery techniques like intensity modulated radiotherapy 
(IMRT), Intensity Modulated Arc Therapy (IMAT), Volumetric Modulated Arc Therapy 
(VMAT)  or  Tomotherapy,  allowing more  steep dose  gradients  around  the  targeted 
areas  resulting  in additional  sparing of  the normal  tissues.   However, one must be 
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very  cautious  that  inappropriate  sparing  of  normal  tissue  could  lead  to  avoidable 
marginal recurrences [25]. 
Another possible way to improve cure rates  in advanced HNSCC makes use of smart 
molecular  targeting  strategies.  Here  one  tries  to  interfere  with  tumor  specific 
intracellular pathways to target tumor cells and not healthy cells. Subsequently these 
strategies could  improve cure rates without adding more toxicity. Epidermal growth 
factor receptor  (EGFR) targeting using the monoclonal antibody Cetuximab  is a nice 
example  of  such  a  strategy.  For  this,  the  clinical  benefit  ‐in  association  with 
radiotherapy‐ was recently proven in a phase III clinical trial [36]. Concurrent addition 
of  the EGFR  targeting antibody Cetuximab  to  radiotherapy  improved 5 year overall 
survival from 36.4% to 45.6% in patients treated for locally advanced HNSCC [36]. 
  
2. Molecular	pathogenesis	of	HNSCC:	insight	reveals	possible	molecular	
targeting	strategies	
	
	
2.1 Definition of molecular targeted therapy 
According  to  the dictionary of National Cancer  Institute of cancer  terms, molecular 
targeted  therapy  encompassed  substances  that  kill  cancer  cells  by  targeting  key 
molecules  involved  in  cancer  cell growth.   The  term  refers  to a new generation of 
cancer drugs designed to  interfere with a specific target pathway that  is believed to 
have a critical role in tumor survival, growth or progression. This approach contrasts 
with  the  conventional  cytotoxic  chemotherapeutics  that have been used  in  cancer 
therapy  in  past  decades.  Here  ‐in  general‐  all  rapidly  dividing  cells  are  affected 
resulting  in well‐known  side  effects  like  hair  loss, mucositis,  nausea  and  vomiting, 
diarrhea, neutropenia, anemia etc...  
A distinction is made between direct and indirect targeting strategies as well as active 
and passive targeting strategies [37]. Direct molecular targeting strategies make use 
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of  compounds  that directly  interfere with a molecular pathway  (or process)  that  is 
essential for tumor cell survival. On the other hand, indirect targeting strategies rely 
on tumor antigens expressed on the cell surface, which in turn serve as target devices 
for compounds containing different kinds of cytotoxic effector molecules. In such an 
approach,  drugs  can  actively  bind  (or  target)  tumor  cells  using  tumor‐specific 
monoclonal antibodies or peptide ligands having high affinity to specific receptors or 
antigens present on  these  tumor  cells.  In  addition  to  the higher  described  ‘active’ 
targeting  strategies,  tumors  can  also  be  ‘passively  targeted’  by  macromolecules 
through  the  “enhanced  permeability  and  retention  effects”  attributed  to  the 
hyperpermeable angiogenic  tumor vasculature.  In  this manuscript we use  the  term 
targeted therapy only for active direct targeting strategies. 
2.2     Seven essential characteristics of a good candidate for targeted therapy 
In my  opinion  there  are  several  properties  required  for  a  targeted  therapy  to  be 
successful  in clinical practice. First of all,  the  target should be expressed  the  tumor 
cells.  Secondly,  the  target  pathway  should  be  activated  in most  (or  preferably  all) 
cancer  (stem) cells  if the pathway  is an oncogenic driver pathway. Third, tumor cell 
survival  needs  to  depend  on  the  activation  of  the  pathway.  This  phenomenon  is 
called  ‘oncogene  addiction’[38].  However  if  the  pathway  is  a  tumor  suppressor 
pathway  it should be  inactivated in most cancer cells, and then activation should be 
incompatible with cell survival. Fourth, the aberrant activation (or inactivation) status 
of  the pathway should be essential  for survival of  tumor cells and not essential  for 
normal cells. As a consequence one would expect that  interfering with the pathway 
would  be  much  more  toxic  to  tumor  cells  than  normal  cells,  thus  creating  a 
therapeutic window. Fifth, the pathway should be drugable, allowing intervention in 
clinical  practice.  Sixth,  there  should  be  an  adequate  biomarker  to  identify  which 
tumors  do  or  don’t  have  the  specific  oncogene  addiction,  allowing  to  select  the 
correct group of patients for the treatment. And to finish, the higher the prevalence 
of  tumors with  this  specific pathway abnormality  the better, making  sure  the new 
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targeting strategy can aid many patients. Only when all these criteria are fulfilled the 
new treatment can have an important impact on patient care.   
2.3 Molecular pathways in HNSCC 
A first step  into developing new targeting strategies  is a profound understanding of 
the  molecular  processes  that  drive  cancer  progression.  During  the  last  decades, 
aberrant signaling in many pathways was uncovered. Here we will describe the most 
established molecular pathways, leading the development of HNSCC. 
2.3.1 Aberrant tyrosine kinase signaling 
The Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) may be the most studied member of 
the receptor tyrosine kinase (RTK) family (see further). Multiple studies confirm EGFR 
overexpression in HNSCC in up to 90% of cases [39‐42]. EGFR overexpression leads to 
transformation  of  oral  keratinocytes  in  vitro  [43].  In  addition,  EGFR  inhibition  in 
HNSCC  cells  induces  cell  death  and  radiosensitivity  in  vitro,  in  vivo  and  in  clinical 
practice    [36,44‐46].   The reasons  for aberrant EGFR signaling activity  in HNSCC are 
mostly unknown. Only very  limited amount of mutations have been described  [47]. 
Gene amplification occur in HNSCC but can only explain EGFR overexpression in 30 % 
of these tumors [48]. Hypoxia  induced EGFR protein translation has been suggested 
as  a possible  explanation  for  increased  EGFR  overexpression  in other  tumors  [49]. 
Finally, also a mutant form of EGFR has been described, referred to as EGFRvIII. This 
mutant,  first  described  in  glioblastoma,  misses  exons 2  to  7  and  is  constitutively 
active. Therefore it drives tumor progression. However the data on the prevalence of 
this mutated form of EGFR are conflicting as they seem to vary from 0 to 44% [40,50]. 
EGFR activation does lead to a plethora of downstream signaling cascades resulting in 
activation of downstream pathways, including the MAPK pathway, the AKT pathway, 
STAT and the PLC pathway. Also nuclear translocation of the EGFR receptor has been 
described as an important signaling process. By doing so EGFR affects cellular growth, 
resistance to apoptosis, and DNA repair[51] . 
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In  addition  to  EGFR,  the  tyrosine  kinase  ‘MET’  has  also  been  recognized  as  an 
important  driver  in  HNSCC.  MET  influences  cell  viability  and  motility  through 
activation of the AKT and MAPK signaling pathways. MET overactivity has been linked 
to  gene  amplification  and  activating mutations  [52]. MET  or  its  ligand  ‘hepatocyte 
growth factor’ have been reported to be overexpressed in up to 80% of HNSCC [53]. 
 
2.3.2 Aberrant PI3K ‐ AKT signaling  
This  pathway  is  typically  activated  through  receptor  tyrosine  kinases  like  EGFR  or 
MET.  These  TK’s  subsequently  activate  Phosphoinisitide‐3  Kinase  (PI3K).  PI3K  then 
leads  to  activation  of  the  serine‐threonine  kinase  ‘AKT’.  Activated  AKT  in  turn 
activates many other intracellular signaling cascades, eventually leading to increased 
proliferation,  resistance  to  apoptosis,  angiogenesis  and  invasion/metastasis. 
Therefore this pathway is established as a key oncogenic driver in HNSCC [54].  It has 
been  shown  in HNSCC cell  lines,  that many of  the documented PI3K mutations are 
gain of  function mutations  [55]. Also deletions or  loss of  function mutations  in  the 
PI3K deactivating phosphatase PTEN have been described, meaning that PI3K cannot 
be shut down once it gets activated [56]. A whole‐exome sequencing study detected 
mutations  in  the  PI3K  pathway  in  30%  of  151 HNSCC  samples  [57].  These  include 
mutations in the PI3K complex itself, the PI3K inactivating phosphatase PTEN, AKT or 
other associated genes of this pathway.  
2.3.3 TGFsignaling aberrations 
The transforming growth factor beta (TGFpathwayis another important inhibitory 
pathway  that  is  frequently  downregulated  in  HNSCC.  TGFsignals  through  the 
TGFreceptors. These receptors transduce  their signals  through phosphorylation of 
the  SMAD‐2  and  ‐3  proteins  which  ‐after  complexing  with  SMAD‐4‐regulate 
transcription of target genes. As a consequence, cellular proliferation and survival  is 
decreased  while  apoptosis  is  increased  [2].    In  HNSCC  TGF  signaling  is  often 
abolished through loss of chromosome 18q, containing the SMAD‐ 2, ‐3 and ‐4 genes 
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as  well  as  the  TGF‐II  receptor.  Also  SMAD‐2  and  SMAD‐4 mutations  have  been 
described [2,58].  
2.3.4 Defects in p53 and p16‐retinoblastoma signaling pathways 
P16 and p53 are crucial genes  involved  in cell cycle. Defects  in these genes result  in 
loss  of  cell  cycle  control  and  give  rise  to  limitless  replicative  potential.  Somatic 
mutations of  the p53 encoding  gene  TP53  are  found  in 60‐80% of HNSCC  [2].  The 
gene  locus  CDKN2a  which  encodes  the  p16  cell  cycle  inhibitor  is  also  frequently 
inactivated. P16 inhibits the retinoblastoma protein (pRB) tumor suppressor through 
inactivation of Cyclin Dependent Kinases (CDK) ‐4 and ‐6. In HPV negative HNSCC p16 
is most frequently inactivated through homozygous deletion, but inactivation through 
gene promotor methylation  (leading  to gene  silencing) or mutation of  the CDKN2a 
gene locus is also seen [59]. In HPV positive HNSCC, both p53 and p16‐retinoblastoma 
pathways are blocked through the E6 and E7 oncoproteins in order to induce cancer 
(see point 4.1.2). Both p16 and p53 pathways are known to serve as a backup to each 
other,  meaning  that  inactivation  of  both  pathways  seems  a  prerequisite  for 
immortalization [60‐62].  
2.3.5 NOTCH1 pathway signaling aberrations 
Only  recently,  whole  exome  sequencing  studies  demonstrated  mutations  in  the 
NOTCH 1 gene, with a prevalence of around 15% [63,64]. After binding of ‘Jagged’ or 
‘Delta’ ligands, the  intracellular domain of NOTCH1 will be released after proteolytic 
cleavage. This  intracellular domain will  then alter  cellular processes mediating as a 
nuclear transcription factor affecting gene expression [65]. However, the mechanism 
of how NOTCH1 is contributing to HNSCC development is not clear. On the one hand, 
activating mutations have been shown to contribute to the development of chronic 
lymphocytic and T‐cell lymphoblastic leukemia’s [66,67]. On the other hand, reduced 
NOTCH signaling seems to be involved in the development of myeloid leukemia [68]. 
These observations demonstrate  that depending on  the context, NOTCH can either 
act  as  a  tumor  suppressor  or  as  an  oncogene.  In  HNSCC,    the  existence  of  focal 
23 
 
deletions and nonsense mutations however primarily  suggests  it  to act as a  tumor 
suppressor  gene  in  HNSCC,  in  contrast  to  T‐cell  lymphoblastic  and  chronic 
lymphocytic  leukemia’s where  activating mutations were mainly  found  in hotspots 
[63,67‐68]. In line with these observations it has been shown that NOTCH 1 knockout 
mice  show  a  tendency  to  develop  epithelial  tumors  [69].  The  contribution  of  the 
NOTCH 1 pathway to the development of HNSCC however needs further study. 
2.3.6 VEGFA signaling 
The  attraction  of  new  blood  vessels  is  an  essential  characteristic  of  cancer  cells. 
Otherwise blood supply becomes  insufficient  to provide  fresh nutrients and oxygen 
to a growing tumor where the distance between the newly  formed tumor cells and 
existing blood vessels progressively  increases. There are many different  inducers of 
angiogenesis,  but  VEGFA  is  widely  accepted  as  the  key  player  [70].    VEGFA  is 
therefore assumed  to be  an essential oncogenic driver  in  any  type of  solid  tumor, 
including HNSCC. Moreover  several  studies  show  that  increased VEGFA  expression 
correlates with worse outcome  in HNSCC  [36,71,72]. The molecular basis  for  this  is 
not  clear,  but  it  is  reasonable  to  assume  that  tumor  vascularisation  and  possible 
tumor hypoxia play a role. Interestingly a recent study showed that VEGFA also drives 
tumor proliferation of HNSCC cells independently of angiogenesis [73]. 
2.4 Current and promising target approaches 
Although  EGFR  overexpression  is  seen  in  up  to  90%  of HNSCC,  only  10  to  16%  of 
patients  benefit  from  EGFR  targeted  therapy  [36,46,74,75].  Predictive markers  to 
forecast treatment response are currently not available. The  low response rates can 
be  explained  by  multiple  factors.  First  of  all,  only  a  small  proportion  of  EGFR 
overexpressing  HNSCC  shows  receptor  cross  phosphorylation,  a  sign  of  receptor 
activation [40]. Other reasons proposed are cross activation through other RTK’s, the 
existence of the higher described EGFRvIII variant having a  lower binding affinity to 
the EGFR  targeting monoclonal antibody Cetuximab, and epithelial‐to‐mesenchymal 
transition of tumor cells [76,77]. Also activating mutations  in the PI3K‐AKT pathway 
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downstream of EGFR signal transduction may explain treatment failure.  Many EGFR 
inhibitors  are  available.  These  inhibitors  are  currently  grouped  in  monoclonal 
antibodies  (Cetuximab,  Panitumumab,  Nimotuzumab,  Zalutumumab)  or  tyrosine 
kinase  inhibitors  (TKI’s)  (Erlotinib, Gefitinib, Afatinib,  Lapatinib, etc…)[76]. Currently 
only  Cetuximab  is  FDA  approved  for  clinical  use.  Cetuximab  is  actually  the  only 
approved  targeted  therapy  in HNSCC,  and  the only one  that  is  currently  known  to 
enhance radiotherapy  response  in clinical practice  [36]. The enhanced  radiotherapy 
response  through  EGFR  inhibition  can be  explained  through decreased DNA  repair 
and  deactivation  of  the  AKT  and  MAPK  survival  pathways  leading  to  increased 
apoptosis following (chemo‐)radiation induced DNA damage [51] . 
MET  is  another  promising  target  in  HNSCC  treatment,  as  previously  discussed. 
Preclinical  evidence  shows  that  targeting  of  the  MET  receptor  leads  to  better 
treatment responses. These data show a synergic effect when combined with other 
cytotoxic drugs [52]. The interaction of MET inhibition combined with radiotherapy is 
not described. Several MET  inhibitors,  such as Foretinib, are  in advanced  stages of 
clinical development [76]. 
The  PI3K  –  AKT  pathway  is  overactive  in  HNSCC,  either  through  aberrant  RTK 
activation  or  though mutations  resulting  in  pathway  overactivity  (see  point  2.3.2). 
Several inhibitors are in development, like the PI3K inhibitor NVP‐BEZ235, or the AKT 
inhibitor MK‐2206.  In  general  early  clinical  trials  show  (moderate)  effectiveness  of 
these  drugs,  and  demonstrate  they  are  well  tolerated  [78]. Activation  of  the 
PI3K/AKT/mTOR pathway  is  implicated  in  all major mechanisms of  radioresistance, 
including intrinsic radioresistance, tumor cell proliferation, and hypoxia [79].  Results 
from  a  preclinical  study  show  that  inhibition  of  the  PI3K  pathway  can  enhance 
radiosensitivity,  certainly  in  p53  wild  type  tumors  [80].  Thus,  blocking  the 
PI3K/AKT/mTOR  pathway  has  great  potential  to  enhance  the  effectiveness  of 
radiotherapy for HNSCC patients. 
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Only  recently  it  was  discovered  that  mutations  in  the  NOTCH1  pathway  are 
frequently associated with HNSCC [63,64]. However, first, a better understanding of 
the mechanisms which contribute to HNSCC development is needed before targeting 
strategies can be formulated. 
Due to the prevalence as well as the critical nature of TP53 mutations in solid tumors 
(including HNSCC), reconstitution of the p53 pathway have been a subject of intense 
investigation.  Several  compounds with  the  ability  to  restore mutated p53  function 
have been developed (e.g. PRIMA‐1, CP‐31398). These compounds have shown to be 
effective  in  restoring p53  function  as well  as  induction  of  apoptosis  in HNSCC  cell 
lines  [81].  A  PRIMA‐1  derivate,  PRIMA‐1MET has  recently  been  tested  in  a  phase  I 
clinical trial where the compound was not only found to be save but was also found 
to be effective  in restoring p53 function  in human patients [82]. Since mutated p53 
has been associated with radioresistance in vitro as well as in vivo, these compounds 
also  hold  promise  as  to  enhance  radiotherapy  response  in  HNSCC    [83].  Another 
interesting  strategy  to  restore  p53  function  in  HPV‐positive  HNSCC  is  the  use  of 
proteasome  inhibitors, which  prevent  virally mediated  p53  degradation. A  phase  I 
clinical trial was attempted using the proteasome inhibitor bortesomib together with 
radiotherapy and cetuximab. However this trial was prematurely terminated as 5 out 
of  6  patients  progressed.  Correlative  studies  proposed  that  upregulation  of  EGFR 
secondary  to  decreased  proteasomal  degradation  rendered  these  HPV  positive 
tumors more radioresistant [84]. 	
3. Tyrosine	kinases	as	attractive	targets	in	oncology 
 
3.1 What	are	tyrosine	kinases? 
Tyrosine phosphorylation has emerged as a  fundamentally  important mechanism of 
signal transduction and regulation  in eukaryotic cells, allowing cells to appropriately 
respond to many  intracellular or extracellular environmental changes. Perturbations 
in tyrosine phosphorylation underlie many human diseases,  in particular cancer. The 
tyrosine  phosphorylation  reaction  is  catalyzed  by  a  specific  subset  of  the  protein 
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kinase  family:  the  tyrosine kinases  (TK’s)  [85]. The TK  family consists of 90 different 
proteins, which are further classified into 58 transmembrane receptor type TKs (RTKs) 
and 32  intracellular non‐receptor  type TK’s  (NRTKs). RTK’s  consist of an N‐terminal 
region  which  contains  in  general  a  ligand  binding  domain  and  a  single 
transmembrane  helix  to  anchor  the  protein  into  the  plasma  membrane.  An 
intracellular  signal  transduction  domain,  contains  an  enzymatic  tyrosine  kinase 
domain  as  well  as  multiple  tyrosine  residues  which,  when  phosphorylated, 
enhance receptor catalytic activity or provide docking sites for downstream signaling 
proteins [86,87]. NRTKs lack ligand binding and transmembrane domains but contain 
a variety of domains that mediate  interactions with other proteins,  lipids and DNA. 
They  are  found  in  the  cytosol,  the  nucleus,  and  the  inner  surface  of  the  plasma 
membrane.  Tyrosine  kinase  activity  is  strictly  regulated,  and  activation  typically 
requires dimerisation and trans‐phosphorylation [88]. Activated TK’s can then affect 
cellular behavior  through  several downstream  signaling  cascades  like  the PI3K‐AKT 
pathway,  the MAPK pathway,  the  ‘signal  transducer and activator of  transcription’ 
(STAT) and PLC‐pathway. 
 
3.2 Why	tyrosine	kinases	are	interesting	targets	in	head	and	neck	squamous	
cell	carcinoma 
Tyrosine  kinases  have  been  known  to  regulate  many  intracellular  processes  in 
mammalian cells  [89].   However  the  true depth of  the whole signaling system only 
came  apparent  recently. Mass  spectrometry‐based  phosphoproteomic  analyses  for 
phosphorylated  tyrosine  residue  containing  peptides  in  different  cell  types  and 
tissues have  revealed hundreds of  tyrosine phosphorylation  sites  to be occupied  in 
established  proteins  involved  in  intracellular  signaling,  also  proteins  involved with 
DNA  synthesis  and  processing,  energy  and  metabolism,  immunity,  storage  and 
transport, protein synthesis were identified. On top of that deregulated function is  
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Figure 1: Overview of the classification and global architecture of the 90 
human protein tyrosine kinases.PTK families are indicated in bold.  
Adapted from Porcu. Protein tyrosine kinase signaling in T-cell acute lymphoblastic leukemia, 2012 
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typically seen in many cancers.  For at least 51 of 90 tyrosine kinases, an active role in 
oncogenesis has  already been described  in  various  tumor  types  [90].Among  these, 
both  increased  and  decreased  TK  activity  has  been  shown  to  be  important. Many 
different  mechanisms  have  been  described  leading  to  aberrant  TK  activity,  like 
constitutively active TK fusion proteins, TK activating mutations, overexpression and 
downregulation [90,91].  
For many of these TK’s direct targeting strategies exist. Monoclonal antibodies, with 
receptor  blocking  activities  can  be  applied  to  RTK’s.  Theoretically,  in  case  of 
oncogenic  repressed  TK  activity,  an  activating  ligand  could  be  administered  to 
upregulate  signal  transduction. Also, an entire  class of membrane permeable  small 
molecular  tyrosine  kinase  inhibitors  (TKI)  exists  showing  activity  against  a  wide 
variety of TK’s [85,91]. Even now many new compounds are in development. 
In  HNSCC,  aberrant  activity  of  some  tyrosine  kinases  has  been  linked  to  the 
development  of  HNSCC.  Before  2008,  the  start  date  of  this  PhD  thesis,  the 
involvement of EGFR in HNSCC development, survival and resistance to radiotherapy 
had  been well  established  (see  2.3.1),  but  also  the  additional  role  of  a  few  other 
tyrosine kinases began to surface, like for example that of insulin like growth factor 1‐
receptor (IGF‐1R) or Tropomyosin‐Related Kinase B (TRKB) [92,93]). Later in 2009, the 
involvement  of MET  and  TRKB  kinases  had  been  reported  in  the  development  of 
HNSCC.  Although  their  role  in  radioresistance  still  remains  unclear  [52].  The 
importance of  the  remaining part of  the extensive TK  family  in  the development of 
HNSCC, as well as their contribution to radioresistance is not known. 
	
4. Human Papilloma virus (HPV) and Head and Neck Squamous cell Carcinoma 
4.1 Human papilloma viruses 
The  papilomaviridae  are  a  family  of  polyhedral  DNA‐viruses.  On  the  basis  of 
evolutionary  relationships  this  family  is  divided  into  different  genera.  The  largest 
genera  are  the  alpha,  beta  and  gamma  genera.  The main  part  of  the  HPV  family 
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belongs to the alpha genus. These are associated with mucosal infections. More than 
100 subtypes are identified on the basis of DNA‐sequence analysis. Depending on the 
ability  of  the  subtype  to  immortalize  keratinocytes  and  induce  cancer,  these HPV 
viruses  are  subdivided  into  high  and  low  risk  viruses  [94].  The  HPV‐16  and  18 
subtypes are the most frequently occurring high risk viruses, and are associated with 
the development of cancers of the cervix uteri or oropharyngeal HNSCC [95]. 
4.1.1 Structure of the HPV genome 
HPV has a 8000 base pair long double stranded genome.  The genome is divided into 
three  regions  of  unequal  size:  the  long  control  region  (LCR),  the  early  genes 
encompassing  the  E‐1  up  to  E‐7  genes,  and  the  late  genes  (L1‐L2).  The  L1  and  L2 
genes  encode  for  the  large  and  small  capsid  proteins  and  are  only  expressed  in 
terminally differentiated epithelial cells. The E1 gene encodes  for  two polypeptides 
that  bind  the  LCR  region,  thereby  regulating  the  replication  of  viral  DNA.  The  E2 
protein also  regulates DNA  replication, but also  regulates  the expression of  the E6 
and E7 oncogenes, giving in turn rise to accelerated cell proliferation. The E4 gene is 
only expressed  in  the  later phases of viral  replication and  regulates  the maturation 
and  release  of  viral particles  [96].  The  E5  protein  seems  to  enhance  viral  genome 
amplification and  increase  the expression of  the L1 and L2 genes  in  later phases of 
viral  replication  [97].  It also plays an  important role  in oncogenesis,  for example by 
activating the EGFR receptor [98]. The E3 gene has no known product or function. 
4.1.2 Life cycle of HPV and oncogenesis 
HPV infection is limited to the basal cells of stratified epithelium, the only tissue in which 
they  replicate  [99].  Micro‐abrasions  in  this  epithelium  expose  segments  of 
the basement membrane  and  allow  the  virus  to make direct  contact.  In  this  initial 
phase of viral  infection cell cycle progression of the  infected cell seems required, as 
the monomeric episomal viral genome is co‐replicated with that of the host cell [100]. 
In a second phase when the epithelial cells differentiate, viral transcription, including 
that  of  the  viral  E6  and  E7  oncogenes,  is  markedly  upregulated  together  with 
Gewijzigde veldcode
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vegetative  DNA  amplification.  The  assembly  of  new  viral  particles  occurs  only  in 
squamous  epithelia  undergoing  terminal  differentiation when  the  capsid  genes  L1 
and  L2  become  expressed.  Ultimately,  newly  assembled  viruses  will  be  released 
together with these terminally differentiated cells [100]. 
The  role of  the viral oncogenes E5 and especially E6 and E7 was  first described  in 
cancers of the cervix uteri [101]. Viral oncogenesis starts with the  integration of the 
viral genome  into the host cell. This  integration step gives rise to the destruction of 
the early viral E2 gene [102]. The resulting loss of control over the transcription of the 
E6  and  E7  genes  leads  to overexpression  of  the  corresponding oncogenes.  The  E7 
oncogenes  seem  predominantly  important  in  early  oncogenesis,  while  the  E6 
oncogenes seem more important in later phases on tumor development [101,103].  
The E6 protein  fulfills  its oncogenic properties mainly  through downregulation and 
inactivation  of  the  p53  tumor  suppressor  protein.    Through  its  affinity  to  bind  E3 
ubiquitin  ligase as well as E6 associated protein  (E6AP)  it  complexes with p53 and 
subsequently  marks  it  for  degradation.  One  of  the  many  consequences  of  p53 
inactivation is a loss of suppression on the CDK2‐cyclin E complex, through decreased 
expression of the Cyclin Dependent Kinase Inhibitor (CDKI) p21CIP. As a result the cell 
cycle  checkpoints  at G1‐S  and G2‐M  become  deregulated.  Further,  the  E6  protein 
induces the expression of human telomerase reverse transcriptase (hTERT)[104]. 
The E7 protein binds  the  ‘cullin 2 ubiquitin  ligase complex’  (CUL2 complex) thereby 
ubiquinating  the  pRB  tumor  suppressor.  This,  in  turn,  results  in  uncontrolled  E2F‐
related mitogenic transcription activity  leading to cell cycle progression through the 
G1‐S checkpoint. The uncontrolled transcription activity also leads to upregulation of 
the p16 CDKI, in an attempt to generate negative feedback on this defect overactive 
signaling pathway [105]. Further E7 also  interferes  in part with the p21CIP and p27KIP 
CDKI’s[104]. 
Eventually  these  processes  together with  other  known  and  unknown  (epi)genetic 
abnormalities will lead to tumor development. 
31 
 
4.2 The biological basis for the enhanced radiotherapy response 
Human Papilloma Virus (HPV) has recently been attributed as a major etiologic cause 
of HNSCC  located  in  the oropharyngeal subsite. These cancers are characterized by 
their good prognosis. The epidemiologic aspects of these virally related cancers have 
already been discussed  in point 1.1. Here we will discuss the current knowledge on 
the biological factors determining this better treatment outcome.  
4.2.1 Favorable patient characteristics 
Numerous studies have shown that patients with a HPV‐related HNSCC have better 
performance status, younger age, are  lesser smokers, show  less ethanol abuse, and 
have a better socioeconomic status [13,15,106,107]. HPV‐related cancer patients also 
develop  fewer second primary  tumors, probably due  to  reduced  field cancerization 
following tobacco and ethanol abuse [108‐110]. Although these factors certainly have 
an  impact  on  improved  survival,  the  relative  contribution  of  these  variables  is 
estimated only at about 10% of the total difference in prognosis [15].  
Most  studies  that  report on better  treatment outcome describe patients  following 
radio‐ and or chemotherapy [10,15,16,107,111]. Although better treatment outcome 
has  also  been  reported  in  patients  primarily  treated  with  surgery,  most  of  the 
patients  in this study also received postoperative radiotherapy  [109]. Therefore the 
improved outcome after surgery alone is not clear.  
4.2.2 Molecular parameters  associated with better  (chemo)radiotherapy 
response 
4.2.2.1 Viral oncogenes 
Numerous studies have investigated the impact on E6 or E7 overexpression in cancer 
cell lines. Data are however conflicting. Some studies show no effect from E6 and/or 
E7 upregulation or downregulation [112‐114]. Other studies on the other hand show 
increased  radioresistance  after  upregulation  of  the  E6  oncogene  [115],  or 
radiosensitization following downregulation of the E6 and E7 oncogenes [116,117]. It 
needs to be noted that all these studies, or (a), express the HPV oncogenes in tumor 
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cell  lines  showing  a  non‐HPV‐related  background with  numerous  other molecular 
defects, or (b) change ‘physiological’ expression levels of the HPV oncogenes in HPV‐
related  backgrounds.  So,  none  of  these  studies  represents  the  natural  situation 
where  normal  oral  keratinocytes  are  transformed  by  the  E6  and  E7  oncogenes. 
Perhaps  this  is  the  reason why none of  the higher described data  correlate  to  the 
actual clinical observations. 
4.2.2.2 (Partly) functional p53 tumorsuppressor  
Initial studies documented p53 mutations  in HPV related HNSCC to appear together 
[118‐120], which  is  in strong contrast to observations  in cervical carcinoma, another 
HPV  related  cancer.    In  these  studies HPV  status was  assessed  using  PCR  only. As 
these assays are extremely sensitive as they can detect only a few copies of viral DNA, 
and may  detect  not  only  the  oncogenic  infections,  but  also  productive  infections, 
virions or even laboratory artifacts or contaminations. Therefore, detection of viral E6 
and  E7  transcripts  seemed  to  be  a  more  reliable  assay  for  the  detection  of  an 
oncogenic HPV infection in HNSCC than PCR amplification of HPV DNA. Indeed, when 
using E6 and E7 expression as a  ‘gold standard’, all E6‐ and E7‐positive  cases were 
TP53  wild  type  as  expected  [121,122].  The  absence  of  disruptive  p53  mutations 
together with an  intact apoptotic  response  to  radiation  induced DNA‐damage have 
been suggested by several authors as a possible explanation for the better outcome 
after  radio(chemo)therapy  [123,124]. Moreover  p53‐mutation  status  (classified  as 
p53 wild type, nondisruptive and disruptive) has been shown to negatively correlate 
with outcome. However one must  remark  that  these data only exist  for  a  surgical 
series  in  which  the  relative  contribution  of  radiotherapy  is  not  reported  [125]. 
Nonetheless, a recent study eventually confirmed this presumption by showing that 
p53  in not completely suppressed  in HPV‐positive HNSCC cancer cell  lines and  that 
complete  RNA‐interference  mediated  p53  knockdown  indeed  resulted  in  an 
increased radioresistance [126]. 
 
4.2.2.3 Immune system 
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In  principle,  one  could  expect  a  more  efficient  immune  response  towards  HPV‐
positive HNSCC,  owing  to  the  expression  of  E6/E7‐specific  antigens  not  present  in 
non‐infected mucosa. Moreover  radiotherapy  seems  to  synergize with  the  immune 
system  to  eliminate  tumor  cells    through many ways, which  are  already  reviewed 
elsewhere by Vu H.L. et al  [127].  In  line with  the expectations, studies  in xenograft 
models of HPV positive and HPV negative tumors revealed that HPV positive tumors 
seemed more sensitive to radiation, especially in immune‐competent mice [128]. 
4.2.2.4 Intrinsic radiosensitivity DNA repair defects 
Although  some  authors  did  not  document  a  difference  in  intrinsic  sensitivity  to 
radiation  in HPV positive vs. HPV negative cell  lines  [129], others do  [126,130‐132]. 
Moreover, we and others managed  to demonstrate  specific HPV  related defects  in 
DNA repair pathways. For example defects in homologous recombination have been 
described  [133]  ,  a  malfunction  that  seems  to  be  related  to  E7  related  p16‐
overexpression [130].  Further others demonstrate DNA repair defects as result from 
SMG‐1 promoter methylation selectively in HPV related HNSCC [131]. SMG is next to 
ATM and ATR an important player in the DNA‐damage response network [131]. 
4.2.2.5 Hypoxia 
 Decreased oxygen  tensions  appear  in  solid  tumors  as  a  result of  their unarranged 
chaotic vasculature. The response of cells  to radiotherapy  is strongly dependent on 
oxygen  [24].  As  a  result,  tumor  cells  living  in  hypoxic  regions  of  a  tumor  become 
radioresistant,  and  this  hypoxia  induced  radioresistance  has  preoccupied  radiation 
biologists  for  a more  than  a  century  [134].  In  several  studies  it  has  been  tried  to 
influence  the  outcome  of  HNSCC  using  an  approach  combining  radiotherapy  and 
hypoxia  targeted  therapy  [134].    Interestingly,  although  hypoxia  targeted  therapy 
(being nimorazole or tirapazamine) seemed to be effective in HPV negative disease, it 
was  not  in  effective  in  HPV  positive  HNSCC  [135,136].  Assumptions  that  a  better 
radiotherapy response in HPV related HNSCC could be associated to the better tumor 
oxygenation were  refuted as several studies showed no differences  in  the  levels of 
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hypoxia  between  HPV  positive  and  negative  HNSCC  [137,138].    Furthermore,  it 
appears from the results of a study performed by Toustrup et al., that hypoxia does 
not  seem  to  have  a  negative  impact  radiotherapy  outcome  [138].  To  date,  these 
intriguing  findings  remain  unexplained  on  a molecular  level. This  seeming  paradox 
however could be explained by the possibility of hypoxia  intolerance  in HPV related 
cells. This will be discussed in the following paragraph. 
4.2.2.5.1 A possible role for p16 in hypoxia tolerance 
 
4.2.2.5.1.1 HIF‐1,  an  essential  mediator  of  cellular  hypoxia 
response 
The Hypoxia inducible factor‐1 (HIF1) signaling cascade is generally accepted as a  key 
modulator  responsible  for  mediating  an  adequate  cellular  response  to  oxygen 
deprivation.  HIF1  is  a  heterodimer  protein  existing  of  a  HIF1  and    subunit. 
Normally,  the  HIF1  subunit  is  rapidly  degraded  due  to  hydroxylation  by  prolyl 
hydroxylase  (PH), a process  requiring adequate  levels of oxygen. This hydroxylated  
HIF1 subunit will then interact with the Von Hippel‐Lindau (VHL) tumor suppressor 
protein,  leading  to  ubiquitination  and  degradation  of  HIF1.  However  when  no 
oxygen  is  present  HIF1  binds  the  constitutively  present  HIF1  subunit  and 
subsequently  translocates  to  the  nucleus.  There,  the HIF1  heterodimer  recognizes 
and  binds  ‘hypoxia  response  elements’  (HREs)  in  the  genome,  and  alter  gene 
transcription.  These  include  genes  allowing  for  (a)  the  production  of  angiogenic 
factors  (like  VEGFA)  to  recruit  new  blood  supply,  (b)  genes  allowing  for  anaerobe 
glucose metabolism,  (c)  genes  that  allow  for  extracellular pH  regulation  [139,140].  
Together these changes allow (tumor)cells to survive under hypoxic conditions. 
4.2.2.5.1.2 HYPOTHESIS: p16 as an HIF‐1 inhibitor, and possible 
impact on hypoxia tolerance 
In  HPV  positive  HNSCC  p16  is  overexpressed  as  a  result  from  the  functional 
inactivation of pRb by E7, as a consequence of  feedback  loops  [105]. On  the other 
hand,  p16  expression  is  often  lost  in  HPV  negative  HNSCC  [59].  Therefore  p16 
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overexpression is often used as a surrogate marker for HPV positive disease in HNSCC 
[15,16,141].  It is currently assumed that p16 has no biological activity in HPV related 
cancer  since  its  signaling  pathway  is  abrogated  downstream  at  the  level  of  pRB 
[15,95,142].  However  the  rising  evidence  for  the  predictive  strength  of  p16 
expression  in  the  literature  allowed  us  to  hypothesize  that  p16  may  still  have  a 
profound role in these cancers: a) studies show p16 immunohistochemistry to predict 
treatment outcome better than direct HPV testing [15,16],  b) HNSCC positive for HPV 
on PCR but lacking p16 overexpression do not show improved prognosis [143]; c) p16 
overexpressing tumors with a negative HPV status are still associated with favorable 
prognosis [144].  
We believe p16 possibly could affect hypoxia  tolerance of HPV related cancer cells, 
and therefore explain the higher described intriguing clinical behavior of HPV‐positive 
cells  in  response  to hypoxia or hypoxia  targeted  therapy.  Indeed,  Zhang  et al. has 
shown that p16 is able to bind HIF1α in breast cancer cells and suppress its activities 
as  a  transcription  factor.  Therefore  it  is possible  that HPV positive HNSCC become 
intolerant  to  hypoxia.  As  HPV  positive  HNSCC  cells  do  not  thrive  under  hypoxic 
conditions,  there would be no negative  impact of hypoxia on  radiotherapy  related 
treatment  outcome,  and  no  additional  benefit  would  be  expected  from  hypoxia 
targeted therapy.  
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Figure 2: This scheme explains the hypothesis on how HPV related P16 
overexpression could alter hypoxia tolerance in HPV positive HNSCC, by interfering 
with HIF1a signaling  
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1. Objectives and aims 
This  PhD  thesis  started  as  two  translational  research  parts:  a  ‘high  risk’  research 
project  investigating  tyrosine  kinase  signaling  in  HNSCC  and  a  second  ‘low  risk’ 
project mainly investigating the epidemiology of HPV related HNSCC in the region of 
Flanders. 
 
1.1 Tyrosine kinase project in HNSCC  
Tyrosine  kinases  are  an  interesting  family  of  proteins  to  investigate  as  new 
therapeutics  in the context of HNSCC. The clinical success of EGFR targeted therapy 
provides good proof of concept as one of the  first examples of successful bench  to 
bedside  research  [145].  However,  EGFR  targeted  therapy  is  only  successful  in  a 
limited number of patients. Since tyrosine kinase signaling is known to play important 
roles  in  diverse  aspects  of  cancer  biology  [85],  we  hypothesize  that  also  other 
tyrosine  kinases  are  playing  important  roles  in  HNSCC  biology  which  could  be 
exploited for therapy. The important role of several other tyrosine kinases in HNSCC 
biology is indeed becoming apparent. [52,92,93].  
Aims are:  
1)  Identify  new  tyrosine  kinases  that  play  an  important  role  in  cell  survival  and 
radioresistance in HNSCC.  
2)  Translate  this  knowledge  to  a  clinically  applicable  form. When  such  a  tyrosine 
kinase  is  identified we will try to exploit this knowledge as new targeting strategies 
(tyrosine kinase inhibitors, ligand sequestration, blocking antibodies) or as prognostic 
/ predictive markers. 
  
1.2 HPV in HNSCC: epidemiology and radiobiology 
As explained in the introductory section HPV‐related HNSCC is a distinct tumor entity 
forming a new epidemic. Because of  its aberrant clinical behavior the question rises 
whether these tumors should be treated differently. To set up new studies, we need 
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to have an idea about the prevalence of HPV  in oropharyngeal cancer  in our patient 
population. These data are not available for Flanders. 
Aims are: 
1) Determine the presence of high‐risk HPV in patients with oropharyngeal cancer in 
Flanders 
2) Assess the impact of HPV in patients on treatment response and survival  
3) Translational part: perform marker studies on biopsies of oropharyngeal cancer as 
well as functional studies on HPV positive versus negative HNSCC cell lines to better 
understand the biology of HPV‐ related HNSCC.  
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CHAPTER	III	
AN	UNBIASED	TYROSINE	KINASE	SCREEN	
IDENTIFIES	KINASES	WITH	POSSIBLE	IMPACT	ON	
HEAD	AND	NECK	SQUAMOUS	CELL	CARCINOMA	
SURVIVAL	AND	RADIORESISTANCE	
	
	
	
	
Part	of	this	work	has	been	published	as:	
EJ. Van Limbergen, P. Zabrocki, M. Porcu, E. Hauben, J. Cools, S. Nuyts. FLT1 kinase is a mediator of 
radioresistance and survival in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma. Acta Oncologica, 2013; Early 
Online 1-9. 
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1. Introduction: RNAi screen 
Tyrosine kinases are, as discussed earlier in (chapter I.3) attractive targets in HNSCC. 
Although  the  role  EGFR  is  well  established  in  the  radioresistance  of  this  disease   
[36,44‐46],  the  potential  role  of  other  members  of  the  large  TK’s  remains 
undetermined.  Therefore  we  performed  a  high  throughput  screen  of  the  whole 
tyrosine kinome  to  identify additional  tyrosine kinases as novel  targets  to enhance 
the  radiotherapy  response  in HNSCC. The basic  setup of  the  screen was a dropout 
approach.  Using  shRNAmir  vectors  (short hairpin RNA vectors, based on 
microRNA backbone) we would ‘knockdown’ the expression a specific tyrosine kinase 
[146]. The assumption was that when the silenced tyrosine kinase was important for 
radioresistance,  cells  carrying  an  shRNAmir  silencing  such  a  kinase would  die  and 
disappear from the cell population after radiotherapy but not  after general culturing. 
This would result in a dropout of the shRNAmir sequence from the cell cultures.   
 
2. Materials and methods 
 
2.1. Cell lines and culture conditions 
The RNAi  screen was performed on  two human HNSCC  cell  lines derived  from  the 
larynx  (SQD9) and tongue (SCC61) [147,148]. SQD9 and SCC61 were a gift from A.C. 
Begg  (Netherlands  Cancer  Institute,  The Netherlands).  Cells were  grown  in DMEM 
containing  10%  fetal  bovine  serum  (FBS).  HEK293T  cells  were  used  to  generate 
lentiviral vectors. Cells were maintained at 37° Celsius in a humidified incubator with 
a 5% CO2/95% air atmosphere. 
 
2.2. Generation of lentiviral vectors 
Lentiviral vectors were prepared using HEK279T cells and the Trans‐Lentiviral shRNA 
Packaging System (Thermo scientific) according to the manufacturers protocol. 
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2.3. Primary lentivirus‐based RNAi screen 
Figure 3 shows an overview of the screen setup. The RNAi screen was conducted on 
the SCC61 and SQD9 HNSCC cell  lines. A tyrosine kinase  library based on 268 pGIPZ 
lentiviral  shRNAmir vectors  (Open Biosystems) was used. Every  tyrosine kinase was 
targeted by multiple shRNAmir’s. HNSCC cell lines were transduced to get stable cell 
lines with  the  expression  of  a  single  shRNAmir.  Polybrene  (8µg/ml) was  added  to 
increase  transduction  efficiency.  Viral  supernatant  was  removed  after  24h.  pGIPZ 
plasmids  contained  turboGFP  allowing  to  monitor  transduction  efficiency  using  a 
FACSCanto flow cytometer (BD Bioscience). Cultures were split into three equal parts 
at day six. That day, one part was used to extract genomic DNA (gDNA) as a reference 
sample,  a  second part was  irradiated with 4 Gy of  ionizing  radiation  (Clinac, 6MV, 
dose  rate  300cGy/min)  and  cultured,  whereas  the  third  part  was  cultured  under 
standard conditions. Three weeks later gDNA was harvested from the cells under the 
experimental  conditions.  ShRNAmir  specific  sequences  inserted  in  the  gDNA were 
PCR amplified with generic primers. PCR reactions were monitored in order to obtain 
PCR  products  from  the  logarithmic  phase  of  amplification.    PCR  products  were 
sequenced  using  a  GS‐FLX  454  sequencer  (Roche)  according  to  manufacturer’s 
prescriptions and  then  counted using CLC genomics workbench  software  (CLC bio). 
The  relative  appearance  of  each  different  viral  vector  in  the  cell  population  was 
determined  and  compared  to  the  reference  sample.  ShRNAmirs  representing  less 
than 0.1% of the total shRNAmir count  in the reference sample were excluded from 
further  analysis.    An  shRNAmir was  carried  further  into  the  screen  as  a  potential 
candidate affecting radiosensitivity if the shRNAmir resulted in a cell loss of at least a 
factor  3,  and  if  the  cell  loss was more  pronounced  in  the  irradiated  condition  as 
compared  to  the  non‐irradiated  condition  cultured  in  parallel.  Further  shRNAmir’s 
that were completely  lost in the non‐irradiated experimental condition were carried 
through  as  kinases  affecting  survival.  Primarily  this was  done  because  a  potential 
additional radiosensitizing effect could not be evaluated with this screen setup as the 
shRNAmir  already  results  in  complete  cell  kill  without  radiotherapy.  Additionally 
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Figure 3: An overview of the primary lentivirus based RNAi screen. HNSCC cells 
were transduced with an shRNAmir library targeting the different members of the TK 
family. The transduced cell population was split in 2 parts, one receiving radiotherapy 
while the other part doesn’t. GS-FLX sequencing of the shRNAmir-barcodes then 
allows to identify which tyrosine kinases are important for radioresistance of survival. 
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these hRNAmir’s, most strongly affecting HNSCC cell survival could reveal interesting 
therapeutic  targets  for  HNSCC  cancer  therapy  as well.  Hits  from  a  first  screening 
round were tested again in the same setup using smaller shRNAmir pools. Consistent 
hits were carried through to the follow‐up screen setup. 
 
2.4. ShRNA based follow‐up screen 
An overview of the setup of the follow‐up screen  is presented in figure 4. SQD9 and 
SCC61 cells were transduced with lentiviruses carrying individual shRNAmirs, leading 
to specific expression of  turbo‐GFP  (Green Fluorescent protein)  in  transduced cells. 
GFP‐positive transduced cells were mixed with GFP‐negative non‐transduced cells of 
the corresponding cell line in order to achieve cultures containing about 50% of GFP‐
positive  cells.  A  non‐silencing  shRNAmir  was  used  as  the  control  condition.  The 
percentage of GFP positive  cells at  a given  timepoint  (PGFP  (TP)) was determined by 
Fluorescence  Assisted  Cell  Sorting  (FACS)  every  3‐4  days.  The  GFP  disappearing 
velocities  (VGFP)  were  calculated  as  VGFP  =  (PGFP  (TP  x)  –  PGFP  (TP  x+1))/t(TPxTPx+1)  and 
compared to the  control condition using a one sided paired student’s t‐test. P‐values 
of < 0.05 were considered significant.   ShRNAmir’s with a significant  increase  in VGFP 
were  considered  as  important  for  survival.  To  consider  a hit  as  ‘radiosensitizing’  it 
was additionally required that the overall GFP decrease was more pronounced in the 
irradiated  condition  (1  x  4  Gy,  Varian  Clinac,  6MV,  dose  rate  300cGy/min)  as 
compared to the condition without irradiation.  
3. Results 
The specific results of these screening experiments for each hairpin are provided  
in the addendum at the end of this chapter. Our screen set‐up allowed us to identify 
Fms‐Like Tyrosine kinase 1 (FLT1), also known as Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor  1  (VEGFR‐1)  as  a  tyrosine  kinase  affecting  radiosensitivity  as well  as  cell 
survival in SCC61 as well as SQD9. Further AnneX‐eLectro receptor tyrosine kinase 
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Figure 4: Left: Overview of the follow-up screen setup. Cancer cells were transduced 
with shRNAmirs containing a GFP expression vector.Transduced cells were then 
mixed with non-transduced cells at 50/50% rate. Half of the mixes were exposed to 
radiotherapy while the other half was only cultured in parallel. Rates of GFP positive 
cells were measured by FACS. Data were normalized to a non-silencing shRNAmir 
vector. GFP disappearing velocities were then compared to a non-silencing 
shRNAmir vector using a one sided TTEST. Right: theoretical readout examples of 
shRNAmirs affecting survival and/or radiosensitivity. To consider a hit as 
radiosensitizing it was additionally required that the overall GFP decrease was more 
pronounced in the irradiated condition 
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 (AXL), Bone Marrow  tyrosine  kinase  coded  in  chromosome X  (BMX),  and  Tyrosine 
Non‐receptor Kinase 1  (TNK1) were  identified  in SCC61 as potential  tyrosine kinase 
affecting cell survival, whereas EGFR was suggested to affect radiosensitivity as well 
as cell survival. In SQD9 TXK tyrosine kinase (TXK) was  identified as another tyrosine 
kinase potentially affecting cell survival, but not radiosensitivity.  
 
4. Discussion 
Our  screen  setup  allowed  for  a  more  generalized  and  unbiased  assessment  of  a 
possible role of the whole TK family in HNSCC cell lines. However we must note that 
this  assessment may  not  have  excluded  a  possible  importance  of  every  different 
member of the TK family to a complete extent. First of all, as can be seen from the 
data  retrieved  from our  TK  screen, not  every  TK was encompassed by  the  screen. 
ShRNAmirs  targeting  CSK,  LMTK3  and MST1R  or  JAK2,  JAK3  and  PTK6 were  never 
found after baseline sequencing just after transduction in SCC61 of SQD9 respectively 
meaning they were not evaluated. Reasons why an shRNAmir is not found may vary: 
it  is possible that these vectors were not present  in the viral pools, or that they for 
some  reason  fail  to  transduce a  specific HNSCC  cell  line. Further,  it  is also possible 
that  these vectors silence a highly essential TK  for cell survival  in  this cell  line. This 
would  result  in  complete  cell  kill  even  before  baseline  sequencing, which  is more 
problematic.  Therefore  this  is  a more  important  shortcoming  of  the  screen‐setup. 
However,  since  the  baseline  sequencing  was  done  before  exposure  to  ionizing 
radiation this shortcoming is less likely to interfere with the adequate evaluation of a 
possible role in radioresistance. 
Further  it  is  also possible  that  a  shRNAmir  vector  is  transduced  successfully  into  a 
HNSCC  cell  but  that  the  shRNAmir  sequence  fails  to  silence  the  expression of  this 
specific  TK.  Then  the  screen  readout  would  suggest  that  a  TK  with  possible 
importance  towards  radiosensitivity  would  not  be  picked  up  as  a  dropout.  This 
potential problem was partly countered by the fact that each member if the TK family 
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was targeted by multiple shRNAmirs  in our experimental setup, hoping that at  least 
one would be effective towards gene silencing.  
Because  shRNAmirs  vary  in  their  effectiveness  in  gene  silencing,  it  is  important  to 
keep  in  mind  that  the  relative  importance  of  a  specific  kinase  towards  HNSCC 
radioresistance  or  survival  can’t  be  assessed  directly  from  these  screen  data.  It  is 
indeed possible that a weaker dropout effect can be seen from poor knockdown of a 
highly essential TK, while a similar effect can be seen  from perfect knockdown of a 
less essential TK.  
Further  from  our  own  experience we  report  that  sometimes  shRNAmir  vectors  or 
siRNA’s may induce cell kill in a way that is not related to the knockdown of a specific 
kinase, resulting in false positive hits. 
Nonetheless  this  screen  setup  yielded  several  interesting  candidates  playing  a 
potential  role  in  HNSCC  radiosensitivity  or  survival.  Specifically  FLT1,  seeming  of 
importance  in  HNSCC  radiosensitivity  as well  as  survival  in  both  cell  lines, was  a 
finding of high interest. Extreme cautiousness was however still required interpreting 
these results (see higher described comments). Moreover, a possible role of FLT‐1 in 
survival  and  radioresistance was  currently  only  identified  in  two HNSCC  cell  lines. 
Therefore it also needed to be determined if FLT‐1 is playing a role in a limited set of 
HNSCC or if it was of a more general importance. Further validation of the potential 
role of FLT 1 was therefore mandatory (see chapter IV).  
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ADDENDUM:	shRNAmir	screen	result	tables	
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Legend: RS, radiosensitizing; RR, inducing radioresistance; N/P, not present; Surv, 
survival 
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Legend: RS, radiosensitizing; RR, inducing radioresistance; N/P, not present; Surv, 
survival 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
57 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
58 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
CHAPTER	IV	
FLT1	MEDIATES	RADIORESISTANCE	AND	
SURVIVAL	IN	HEAD	AND	NECK	SQUAMOUS	CELL	
CARCINOMA	CELLS,	THROUGH	AUTOCRINE	
PRODUCTION	OF	VEGFA	
	
	
	
	
Part	of	this	work	has	been	published	as:	
EJ. Van Limbergen, P. Zabrocki, M. Porcu, E. Hauben, J. Cools, S. Nuyts. FLT1 kinase is a mediator of 
radioresistance and survival in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma. Acta Oncologica, 2013; Early 
Online 1-9. 
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1. Introduction 
Previously  FLT1  was  identified  as  a  possible  target  to  modify  survival  and 
radiosensitivity in our HNSCC cell lines.  
FLT1  forms  together  with  FLK  (VEGFR2)  and  FLT4  (VEGFR3)  the  VEGF‐Receptor 
Tyrosine  Kinase  family.  These  receptors  consist  of  seven  extracellular 
immunoglobulin  like  domains,  a  trans‐membrane  region  and  a  tyrosine  kinase 
domain  [149].  FLT1  binds  VEGFA, VEGFB  and  PlGF, whereas  FLK  binds  VEGFA  and 
VEGFC.   The role of FLK (and VEGFA) as the primary driving force of angiogenesis  is 
well established. The role of FLT1 in this context is more elusive. The current belief is 
that  FLT1 primarily acts as  a decoy  receptor,  reducing  FLK activity by  sequestering 
stimulatory VEGFA. Consistent with this model, FLT1 has been shown to bind VEGFA 
with  much  higher  affinity  than  FLK,  although  showing  much  less  tyrosine  kinase 
activity [149,150].  In accordance,  loss of FLT1 expression causes embryonic  lethality 
as  a  result  of  vascular  overgrowth,  while  FLT1  kinase  dead  variants  with  normal 
VEGFA  binding  capacity  do  show  normal  vascular  development  and  good  health 
[151,152].  
Other  evidence,  however,  indicates  that  the  role  of  FLT1  in  angiogenesis  is more 
complex,  as  several  reports  have  demonstrated  that  FLT1  mediated  intracellular 
signalling  regulates angiogenesis  in  several pathological  conditions, one of which  is 
cancer  [150].  In  this  context,  numerous  authors  have  shown  that  FLT1  inhibition 
suppresses tumour growth and metastasis [150]. 
More recent reports also demonstrate FLT1 expression directly on tumour cells from 
breast,  colon  and  skin  origin,  and  show  it  to  be  an  important  oncogenic  driver  in 
these cells promoting  survival, cell proliferation,  invasiveness and/or motility,  in an 
angiogenesis‐independent manner [153‐156]. 
In this chapter we examine and validate the role of FLT1 radioresistance and survival 
in HNSCC . 
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2. Materials and Methods 
2.1. Cell lines 
Five HNSCC  cell  lines were used:  SQD9,  SCC61,  SC263, Cal27,  SCC154  and  SCC090. 
Cells were  grown  in DMEM  containing  10%  fetal  bovine  serum  (FBS).  SCC154  and 
SCC090  cells were  cultured  in MEM  containing  10 %  FBS,  1% MEM Non  Essential 
Amino Acids and 1% L‐glutamine. Cells were maintained at 37° Celsius in a humidified 
incubator with a 5% CO2/95% air atmosphere. 
 
2.2. SiRNA transfection 
Transfection  was  performed  using  Lipofectamine  2000  (Invitrogen)  following  the 
manufacturers  prescriptions. Non‐silencing  control  and  FLT1  stealth  select  siRNA’s 
(short interfering RNA’s) were obtained from Invitrogen (12935‐400, HSS103744 and 
HSS103745, designated as control siRNA, FLT1 siRNA1 and FLT1 siRNA2 respectively).  
 
2.3. Western blotting 
Cells were  lysed on  ice with  chilled  cell  lysis  buffer  (Cell  Signaling) with  additional 
Complete  protease  inhibitor  (Roche)  and  sodium  orthovanadate  (6  mM  final 
concentration).  Proteins  were  separated  on  4‐12%  NUPAGE  gels  (Invitrogen)  and 
were blotted onto PVDF (PolyVinyliDene Fluoride )‐membranes (Biorad). Membranes 
were blocked with 5%  (w/v) non  fatty milk  in 1X TBS  (Tris‐Buffered Saline solution) 
containing  0.2%  Tween‐20.  Following  primary  antibodies  were  used:,  anti‐‐Actin 
(#4967)  anti‐FLT1  (ab2350)  (Abcam)  and  anti‐phospho‐tyrosine  (4g10)  (Millipore). 
HRP  (Horse  Radish  Peroxidase)‐linked  secondary  antibodies were  used. Detections 
were  performed  with  an  ECL  (Electrogenerated  ChemiLuminescence)  detection 
system  (Perkin  Elmer)  using  an  ECL  imager  (LAS‐3000  mini).  For  FLT1 
immunoprecipitation the FLT1 antibody (ab2350) (Abcam) was covalently coupled to 
Dynabeads (Invitrogen) according to the manufacturers protocol. 
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2.4. Real‐Time‐qPCR and sequencing 
Messenger  RNA was  extracted  from  cells  using  the  RNeasy mini  Kit  (Qiagen) with 
additional  on  column  DNA  digestion.  For  siRNA  knockdown  analysis,  mRNA  was 
harvested 48h after transfection. Experiments were carried out on a Lightcycler 480 II 
(Roche).   Primer  sequences are  listed  in Table 1. The PCR  cycle conditions were as 
follows:  a  preincubation  step  for  10 minutes  at  95°C  followed  by  40  amplification 
cycles; each cycle  included 10 seconds at 95°C and 30 seconds at 60°C; followed by 
melting curve analysis to verify specific amplification of the amplified product. 
FLT1 sequencing was performed at the VIB service facility in Antwerp (Belgium). 
 
 
 
TABLE 1: REAL TIME‐qPCR PRIMER sequences 
 
Gene  Primer sequence 
FLT1 * 
 
F:    5’‐ TTGCTGTGGGAAATCTTCTCCTTA ‐3’ 
R:    5’‐ TGCCTTCCCTCAGGCGA ‐3’ 
VEGFA  F:    5’‐ CCATGCAGATTATGCGGATCA ‐3’ 
R:    5’‐ GCATTCACATTTGTTGTGCTGTA ‐3’ 
VEGFB  F:    5’‐ TCCCTGAGGCCATCATCAA  ‐3’ 
R:    5’‐ CTGAGCTGGTATGTGACCC ‐3’ 
PlGF  F:     5’‐ CGTCGTGTCCGAGTACC ‐3’ 
R:     5’‐ AGTGCAGATTCTCATCGCC ‐3’ 
HPRT   F:   5’‐ TGACACTGGCAAAACAATGCA ‐3’ 
R:    5’‐ GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT ‐3’
   
 
*, The primer set of FLT1 was taken over exons 24-25, thereby omitting possible detection of 
the FLT1 splice variants without tyrosine kinase domain [159]. 
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2.5. Sulphorodamine B (SRB) Survival assays 
Cells were seeded one day before treatment.  Cells were trypsinized and replated in 
96‐well plates 48h after transfection and then grown for another 72h before analysis.  
Non‐silencing  siRNA was  used  for  the  control  conditions.  Readout was  performed 
using  an  SRB‐assay,  as  previously  described  [157].  In  short,  cells were  fixed  after 
treatment  with  trichloric  acid  and  stained  with  sulphorodamine  B  (SRB).  The 
incorporated  SRB  was  liberated  from  cells  in  a  TRIS‐base  solution,  and  optical 
densities at 570 nm were determined. Cell  survival was determined as  the  relative 
absorption of SRB in treated wells in comparison to controls. 
 
2.6. Clonogenic assays 
Experiments  were  carried  out  as  previously  described  [157].    Radiotherapy  was 
performed  72h  after  transfection  and non‐silencing  siRNA was used  in  the  control 
conditions.  The  plating  efficiency  (PE) was  defined  as  the  ratio  of  cells  forming  a 
colony  of more  than  50  cells  over  the  amount of  seeded  cells  after  an  incubation 
period of 2‐3 weeks receiving no radiation. The survival fraction was calculated after 
normalizing  the amount of  colonies  formed after having  received a  certain dose of 
radiotherapy to the plating efficiency. The dose enhancement  factor was calculated 
as  the  ratio  of  the  irradiation  dose  needed  in  the  control  condition  over  the 
irradiation dose needed in the experimental condition to obtain a survival fraction of 
0.5. 
2.7. Patient samples, immunohistochemistry (IHC) and survival analysis. 
Formalin fixed paraffin embedded (FFPE) tumor samples were obtained from patients 
diagnosed with  squamous  cell  carcinoma of  the head and neck between 2000 and 
2010    (larynx  10  samples,  and  oropharynx  139  samples).  Four  µm  sections were 
dewaxed,  rehydrated  and  peroxidase  blocked  according  to  standard  protocols, 
followed  by  an  antigen  unmasking  procedure  using  citrate  buffer  (FLT1‐VEGFB)  or 
DAKO  high  pH  target  retrieval  solution  (VEGFA).  To  minimize  aspecific 
immunoreactivity, a blocking step was performed with protein block solution (X0909, 
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DAKO).  The  following  primary  antibodies  were  used:  anti‐FLT1  (1:200;  Atlas 
antibodies, HPA011740);  anti‐VEGFA  (1:100;  SC‐152,  Santa Cruz); anti‐VEGFB  (1:20; 
MAB751,  R&D  systems).  Secondary  antibody  detection  was  performed  with 
biotinylated  goat  anti‐polyvalent  antibody  together  with  HRP‐linked  streptavidin 
(Thermo  Scientific)  for  FLT1  and  VEGFB.  Envision  (DAKO)  was  used  for  VEGFA. 
Diaminobenzidine complex  (DAB) was used as chromogen. Primary antibodies were 
omitted in the negative controls. Counterstaining was performed with hematoxylin. 
The  specificity  of  the  FLT1  antibody  HPA011740  on  formalin  fixed  material  was 
confirmed by immunocytochemistry on FLT1 siRNA treated SQD9 cells (see further). 
FLT1  samples  were  scored  by  expression  pattern    (absent  expression,  expression 
within  the  basal  layers  or  expression  within  the  full  epithelial  thickness),  or, 
alternatively, by staining  intensity (absent, mild or strong staining  intensity).  Initially 
FLT1  staining  was  performed  on  12  samples  retrieved  from  surgically  resected 
squamous cell carcinoma specimen of the larynx. In a second phase FLT1 staining was 
performed on an additional 139 biopsies of patients diagnosed with  squamous cell 
carcinoma  of  the  oropharynx.  Of  these  139  samples  stained  in  total,  93  patients 
received curative doses of (chemo)radiotherapy (> 60Gy) on macroscopic tumor, and 
were selected for survival analysis. The mean follow‐up for this group was 618   days. 
Survival  analysis  was  performed  according  to  the  Kaplan  Meier  method  using 
STATISTICA11 software.  
 
3. Results 
 
3.1. FLT1 is expressed in HNSCC cell lines and its knockdown decreases cell survival 
and sensitizes for the effects of ionizing radiation 
Since FLT1 affected both cell lines, we decided to focus on this kinase. In a first step 
of validating the role of FLT1, we used real time quantitative PCR (qPCR) and western 
blot  to confirm FLT1 expression  (Fig. 5A‐B). We next determined  if siRNA mediated 
FLT1  knock‐down  could  mimic  the  effects  observed  with  shRNAmirs.  Using  two 
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different  siRNAs we  confirmed  decreased  survival  upon  FLT1  knockdown.  Survival 
decreased in both cell lines to 52% and 71% in SQD9 and 72% and 72% in SCC61 for 
FLT1 siRNA1 and 2 respectively (Fig. 5A‐D). The radiosensitizing potential of FLT1 was 
also  investigated  in a clonogenic assay using different siRNAs targeting FLT1  in both 
cell  lines. FLT1 silencing affected Plating Efficiency  (PE). The averaged PE’s  for non‐
irradiated siRNA treated cells were as follows: 0.12, 0.09 and 0.06 in SCC61 and 0.16, 
0.10 and 0.13  in SQD9 for control siRNA, FLT1 siRNA1 and FLT1 siRNA2 respectively. 
To rule out the possibility that the decreased cell survival seen  in the colony assays 
after FLT1 silencing could be attributable only to direct cytotoxicity of the FLT1 siRNA 
(and not to a synergistic interaction with radiation), we generated the survival curves 
after  normalizing  to  the  PE  for  each  siRNA.  In  this  way  differences  in  non‐
radiotherapy  associated  toxicity between  the different  siRNA’s were equalized and 
therefore a difference seen  in the survival curves should  indicate radiosensitization. 
FLT1 silencing did affect radiosensitivity  in both HNSCC cell  lines (Fig. 5E‐F) with the 
dose  enhancement  factor  of  the  best working  FLT1  siRNA  being  1.62  and  1.20  in 
SQD9 and SCC61 respectively. 
3.2.  FLT1 is overexpressed in primary head and neck carcinoma 
In  order  to  confirm  expression  of  FLT1  in  patient  samples  we  first  validated  the 
specificity of our FLT1 antibody on formalin fixed HNSCC cells (Fig. 6A‐C). Initially, we 
investigated  twelve  formalin  fixed  paraffin  embedded  HNSCC  tumor  samples  by 
immunohistochemistry  (IHC)  for  expression  of  FLT1  and  ligands  (see  further).  All 
samples  showed  FLT1  expression.  To  confirm  these  findings,  FLT1  stainings  were 
performed on 139 additional samples, finding FLT1 expression in 124 (89%) of these 
samples.  In  the  whole  group  of  151  samples  85  sections  also  contained  normal 
epithelium. To  compare  FLT1 expression between  tumor and normal epithelium, a 
semi‐quantitative  scoring  system  was  used:  absence  of  expression  (score  I),  FLT1 
expression  in  the  basal  layers  (score  II)  and  FLT1  expression  in  the  full  epithelial 
thickness  (score  III)  (Fig.  6D‐E).  FLT1  expression  was  significantly  upregulated  in 
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Figure 5:  FLT1 is important for cell survival and radioresistance. (A,B) SiRNA 
mediated knockdown of FLT1 was confirmed by qPCR (left) and western blot (right). 
(C, D) SRB survival assays performed with siRNA transfected SCC61 (C) and SQD9 
(D) cells. (E,F) FLT1 silencing causes radiosensitization in SCC61 and SQD9 as 
demonstrated by clonogenic assay. Data shown are the averaged means of at least 
three independent experiments + SEM and compared to non-silencing control siRNA 
treated cells. *, significantly different from control siRNA, p<0.05, students t-test.  SF, 
survival fraction. 
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Figure 6: FLT1 is overexpressed in human HNSCC. (A-C) The specificity of the 
FLT1 staining (shown in brown) was examined by immunocytology of formalin fixed 
FLT1 silenced SQD9 cells: (A) non-silencing control treated cells (400x); (B-C) FLT1 
silenced cells. FLT1 positive cells  in the FLT1 silenced conditions are expected since 
siRNA delivery is not equally effective in all cells. These positive cells prove that the 
FLT1 staining was performed correctly. (400x) (D-F) Immunohistochemistry on 
resected HNSCC. (D-E) show images of HNSCC samples with FLT1 expression 
(brown) in the full epithelial thickness, or expression limited to the basal layers 
respectively (40x). Corresponding normal epithelia are shown as insets (x100). (F) 
Immunohistochemistry of a HNSCC resection specimen showing FLT1 expression in 
the tumor (black arrow) but none in the normal epithelium (white arrow). Blood 
vessels used as an internal positive control for FLT1 staining are marked by ‘*’ (40x). 
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tumor  compared  to  normal  epithelia  (p<0.05, Wilcoxon matched  pairs  test)  as  in 
tumor 15 (10%), 40 (26%) and 96 (64%) of samples were classified as score I, II and III, 
respectively, while  in normal tissue 33 (39%), 49 (58%) and 3 (3%) samples received 
score I, II and III (Fig. 6E‐F). FLT1 staining pattern nor FLT1 staining intensity in patient 
samples was predictive for locoregional control or overall survival (Fig. 7). 
 
 
 
Figure 7: Locoregional control and overall survival in patients with 
oropharyngeal squamous cell carcinoma of the head and neck, treated with 
radiotherapy, according to immunohistochemical FLT1 staining pattern or staining 
intensity. Data are presented as Kaplan-Meier survival curves.  
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3.3. FLT1  ligands  are  produced  in  HNSCC  cell  lines  and  primary  tumours  and 
correlate with radioresistance 
FLT1 immunoprecipitation experiments documented phosphorylation of the receptor 
in both HNSCC cell  lines used  in the screen, suggesting activation of this receptor  in 
these cells (Fig. 8A  inset). After sequencing exons 2‐30 of the FLT1 receptor in SQD9 
and  SCC61  we  found  no  evidence  of  activating  mutations.  We  then  determined 
expression  levels of FLT1  ligands which could result  in receptor activation [150]. We 
documented  a  strong  expression  of  VEGFA  and  VEGFB  in  SQD9  and  SCC61.  PIGF 
expression was negligible (Fig. 8A). 
Interestingly, VEGFA, having a FLT1 binding affinity of 10x higher than the other FLT1‐
ligands  [149], was  shown  to be  the highest expressed.  In agreement with  this,  IHC 
revealed VEGFA  expression  in  all  investigated HNSCC  tumour  samples  (11/11,  one 
sample  of  12  not  available).  VEGFB,  however,  was  detected  in  only  2  of  12 
investigated  tumours.  These  data  suggest  that  FLT1  activity  in  HNSCC  may  be 
regulated  through  VEGFA. Moreover  other  researchers  had  already  demonstrated 
that VEGFA silencing results in decreased HNSCC cell survival indeed [73]. 
We  assumed  that  the  level  of  VEGFA  expression  per HNSCC  cell  line  could  better 
predict radiotherapy resistance than FLT1 expression in our HNSCC cell lines. To test 
this hypothesis, we examined  the  level of VEGFA expression  in a panel of 5 HNSCC 
cell  lines.  The  level  of  autocrine  VEGFA  production  showed  a  very  tight  positive 
correlation towards radioresistance (Fig. 8B, Gamma = 1, p<0.01). In accordance with 
these observations, other groups already have shown that higher VEGFA expression 
in HNSCC patient samples predicts for worse local control after radiotherapy [71,72]. 
 
4. Conclusion 
In the former chapter we  identified FLT1 as a TK potentially conferring resistance to 
radiotherapy and survival in our two HNSCC cell lines SQD9 and SCC61. In this chapter 
we  confirm  this  assumption  indeed  to  be  a  valid  target.    First  we  confirmed 
expression of this TK in both the HNSCC cell lines used in the screen. Further we did   
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Figure 8: Self contained activation through autocrine production of FLT1 
ligands is documented in HNSCC, and results in radiotherapy resistance.  (A, 
inset) FLT1 immunoprecipitation (FLT1 IP) showing tyrosine phosphorylation (pTyr) 
of FLT1 in HNSCC cell lines SQD9 and SCC61. The lower panel shows detection of 
FLT1 in immunoprecipitates using anti-FLT1 antibody. (A) Autocrine production of 
FLT1 ligands VEGFA, VEGFB and PlGF is examined by qPCR in SCC61 and SQD9. 
Data are shown as the averaged means of 3 separate experiments + SEM after 
normalization to 100000 copies of household gene HPRT. (B) Radiotherapy 
resistance measured by clonogenic assay as well as basal autocrine VEGFA 
production measured by qPCR, in a panel of 5 different HNSCC cell lines. For qPCR 
data are normalized to 10^5 copies of house hold gene HPRT. Data are presented as 
the averaged normalized means + SEM calculated from three separate experiments. 
SF, survival fraction. A highly significant correlation was noted between cell survival 
after radiotherapy (4 Gy) and autocrine VEGFA production (Gamma=1, p<0.01)  
 
show  that  FLT1  is  ubiquitously  overexpressed  in  primary  HNSCCS  tumor  biopsies. 
Very  interestingly,  this  overexpression  seems  to  be  tumor  specific,  holding  great 
promise  for  possible  therapeutic  targeting.  By  demonstrating  that  TK  knockdown 
mimics  the  effect  of  the  shRNAmir  using  2  non‐overlapping  siRNA  sequences, we 
confirm  that  the  induced  radiosensitivity  and  decrease  in  survival  is  an  effect 
mediated  through  FLT1  itself,  and  not  by  some  off‐target  effect  of  the  shRNAmir. 
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Finally,  we  show  that  FLT1  is  spontaneously  phosphorylated  in  HNSCC  cell  lines 
suggesting  receptor  activation  in  these  cells.    Interestingly  we  find  autocrine 
production of FLT1 activating  ligands  like VEGFA  in  these cells as well as  in primary 
HNSCC  tumor  biopsies.  The  level  of  autocrine  production  of  these  ligands  further 
seems  to  correlate  with  radioresistance,  which  is  an  interesting  observation, 
suggesting possible usefulness  in  the  context of predictive biomarker analysis.  In a 
next  chapter  we  examine  different  possible  treatment  strategies  applicable  for 
clinical FLT1 receptor targeting, and examine why some strategies are effective and 
others fail. 
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1. Introduction 
Previously FLT1 was demonstrated to be selectively overexpressed in HNSCC. Further 
it was  shown  to  confer  resistance  to  radiotherapy,  as well  as  improving  survival. 
Interestingly,  literature suggests  that FLT1 kinase  function  is expendable  for normal 
life and development [151]. Therefore, as FLT1 is holding great promise as a potential 
therapeutic target, the exploration of different FLT1 targeting approaches would be 
of great interest to the oncologic community.  
We  showed  that  the FLT1  receptor  is activated. This  seemed not due  to activating 
mutations but as a  consequence of autocrine production of mainly  ‘FLT1‐activating 
VEGFA’.  Theoretically,  several  FLT1  targeting  strategies would be  applicable  in  this 
case.   Sequestration of activating  ligand would be a good option, but also  receptor 
blocking molecules interfering with ligand binding would be expected to be effective. 
On the other hand the use of TKI’s would also be an attractive strategy.  
Interestingly, as earlier described in breast cancers cells, FLT1 has been shown not to 
be localized on the plasma membrane as one would expect. Instead it was shown to  
have  an  intracellular  localization  [154].  If  the  same would  be  true  in HNSCC  then 
plasma  permeability  would  be  a  very  essential  characteristic  for  an  inhibitor  to 
successfully interfere with FLT1 signal transduction (see further). 
2.  Materials and methods 
2.1. Cell lines 
Two  HNSCC  cell  lines  were  used:  SQD9  and  SCC61.  Cells  were  grown  in  DMEM 
containing 10%  fetal bovine  serum  (FBS). Cells were maintained at 37° Celsius  in a 
humidified incubator with a 5% CO2/95% air atmosphere.  
 
2.2. FLT1 Inhibitors 
The TKI’s    sunitinib  and  axitinib with documented anti‐FLT1 activity were obtained 
from  Selleck  Chemicals  [158,159].  The  VEGFA  scavenging  monoclonal  antibody 
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Bevacizumab which is known to block VEGFA‐FLT1 interaction [160] was from Roche. 
The FLT1 blocking peptide (GNQWFI) [161] was synthesized by Eurogentech. 
 
2.3. Western blotting 
Cells were  lysed on  ice with  chilled  cell  lysis  buffer  (Cell  Signaling) with  additional 
Complete  protease  inhibitor  (Roche)  and  sodium  orthovanadate  (6  mM  final 
concentration).  Proteins  were  separated  on  4‐12%  NUPAGE  gels  (Invitrogen)  and 
were  blotted  onto  PVDF‐membranes  (Biorad). Membranes were  blocked with  5% 
(w/v)  non  fatty  milk  in  1X  TBS  containing  0.2%  Tween‐20.  Following  primary 
antibodies  were  used:  anti‐‐Actin  (#4967)  anti‐KDR  (#2479)  (Cell  Signaling 
technology). HRP‐linked secondary antibodies were used. Detections were performed 
with an ECL detection system (Perkin Elmer) using an ECL imager (LAS‐3000 mini).  
 
2.4. (Confocal) immuno‐cytochemistry 
For  FLT1  immunocytochemistry,  cells  cultured  on  autoclaved  glass  coverslips were 
fixed  in 6%  formalin  for 15 minutes. Then cells were permeabilized with PBS‐tween 
for 2x5 minutes unless otherwise  stated. To minimize aspecific  immunoreactivity a 
blocking step was performed with protein block solution (X0909, DAKO). The primary 
anti‐FLT1  antibody  HPA011740  (Atlas  Antibodies  1:200)  was  used.  For 
immunofluorescence  the  secondary  staining  was  performed  with  an  Alexa‐488 
coupled Fab fragment (1/1000, Cell Signaling) and counterstaining of the nucleus and 
cytoskeleton  was  done  with  TO‐PRO3  (1µM,  Invitrogen)  and  Alexa‐555  coupled 
phalloidin (165nM,  Invitrogen) respectively. Fluorescent  images were acquired using 
a  Leica  SP5  laser  scanning  confocal microscope.  For  regular  immunocytochemistry, 
secondary staining was performed with a biotinylated goat anti‐polyvalent antibody 
together with HRP‐linked streptavidin (Thermo Scientific). Diaminobenzidine complex 
(DAB)  was  used  as  chromogen.  Primary  antibodies  were  omitted  in  the  negative 
controls. 
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2.5. Sulphorodamine B (SRB) Survival assays 
Cells were seeded one day before  treatment. Cells were pre‐treated  for 72h at  the 
indicated concentration of a specific  inhibitor. Then survival was measured using an 
SRB‐assay, as previously described  [157].  In  short,  cells were  fixed after  treatment 
with  trichloric acid and stained with sulfhorodamine B  (SRB). The  incorporated SRB 
was liberated from cells in a TRIS‐base solution, and optical densities at 570 nm were 
determined. Cell survival was determined as the relative absorption of SRB in treated 
wells in comparison to controls. 
 
2.6. Clonogenic assays 
Experiments were carried out as previously described  [157]. Cells were  treated  (24 
hours)  and  irradiated  in  culture  flasks  containing  the  inhibitor,  and  subsequently 
trypsinized, counted and seeded 4‐6 hours after radiotherapy. The plating efficiency 
(PE) was defined as the ratio of cells forming a colony of more than 50 cells over the 
amount of cells seeded, after an  incubation period of 2‐3 weeks without  radiation. 
The survival fraction was calculated after normalizing the amount of colonies formed 
after  having  received  a  certain  dose  of  radiotherapy  to  the  plating  efficiency.  The 
dose enhancement  factor was calculated as  the  ratio of  irradiation dose needed  in 
the control condition/irradiation dose needed in the experimental condition to obtain 
a survival fraction of 0.5. 
3. Results 
 
3.1. FLT1 is not located on the plasma membrane but on the inside of HNSCC cells.  
For FLT1, a very unique mechanism of  intracrine activation was described earlier  in 
breast  cancer  cells  by  Lee  et  al.  [154].  Here  the  authors  showed  that  the  FLT1 
receptor  was  not  located  at  the  plasma  membrane,  where  one  would  normally 
expect a tyrosine kinase to be, but on the inside of the cell on the nuclear envelope. 
There FLT1 was shown to mediate cell survival of breast cancer cells, a process which 
was shown only to be affected by autocrine  intracellular (intracrine) VEGFA and not 
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exogenous or extracellular VEGFA. To  see  if  this was also  true  for HNSCC cells,  the 
subcellular localisation of FLT1 was investigated by confocal microscopy using a FLT1 
antibody with confirmed specificity on formalin fixed HNSCC cellular material (Fig. 6A‐
C). We could  indeed confirm  intracellular  location  for FLT1  in HNSCC  (Fig. 9A‐C).  In 
addition, we used this FLT1 specific antibody, which is raised against the extracellular 
part of  the  receptor  in  another  confirmatory  assay.  If  the  FLT1  receptor would be 
localized on the plasma membrane, one would expect FLT1  immunoreactivity  to be 
present even when  immunocytochemistry  is performed without permeabilising  the 
plasma  membrane.  We  showed  this  not  to  be  the  case  since  omission  of  the 
permeabilising  detergent  Tween  resulted  in  nearly  complete  absence  of 
immunoreactivity (Fig. 9D‐I).  
 
3.2. Therapeutic targeting of the FLT1 receptor: a need for membrane permeable 
inhibitors   
If FLT1 driven HNSCC cell survival and radioresistance  is an  intracellular process one 
would  expect  only  membrane  permeable  inhibitors  to  be  useful  for  therapeutic 
targeting. Two strategies using membrane impermeable inhibitors were used: a FLT1 
blocking peptide (GNQWFI) preventing ligand binding to the FLT1 receptor [161], and 
the VEGFA blocking monoclonal antibody bevacizumab [160]. None of both strategies 
was shown  to affect HNSCC cell survival  (Fig. 10C‐D). On  the other hand we  tested 
two membrane permeable tyrosine kinase inhibitors with documented FLT1 activity: 
axitinib  and  sunitinib  [158,159].    Both  inhibitors  were  effective  in  reducing  cell 
survival of  SCC61  and  SQD9  cells  in  a dose dependent manner  (Fig. 10A‐B). A 72h 
treatment with 2uM axitinib resulted in reduction of cell survival to 67% and 50% in 
SQD9 and SCC61  respectively, whereas sunitinib at 2µM concentration reduced cell 
survival  to 39% and 51%  (all p<0.05).  Importantly, western blot and q‐PCR analysis 
showed absence of KDR expression  in  these cell  lines, excluding  the possibility  that 
these inhibitors induced their cytotoxic through KDR effects in a FLT1 
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Figure 9: FLT1 has an intracellular localization. (A-C) Merged color confocal 
microscopy images taken from SCC61 (A) and SQD9 (B). FLT1, shown in green is 
located intracellularly. Fiber-actin (Phalliodin-Alexa555) and nucleus (To-Pro3) are 
shown in red and blue respectively. (C)  FLT1 negative control staining where only a 
secondary Alexa 488 coupled Fab fragment was used. Scale bars 10µm. (D-I) 
Classical immunocytochemistry using a FLT1 antibody against the extracellular part 
of the FLT1 receptor (x40).  SCC61 (D) and SQD9 (G) show strong immunoreactivity 
when cells are permeabilized with Tween. However, when Tween permeabilisation is 
avoided, immunoreactivity in SCC61 (E) and SQD9 (H) becomes comparable to their 
respective negative controls (F, I).  
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independent manner  (Fig. 10G). Finally, we  tested  the effectiveness of axitinib as a 
radiosensitizer  in a  clonogenic assay on SCC61 and SQD9  cells. Axitinib was  indeed 
effective in inducing radiosensitization (Fig. 10E‐F). Comparable to what we observed 
after siRNA mediated FLT1 silencing, the radiosensitizing effect of axitinib (2 µM 
 
 
  
Figure 10: The effect of different FLT1 targeting strategies on cell survival and 
radioresistance. (A-D) Cell survival measured with an SRB assay using indicated 
concentrations of axitinib, sunitinib, bevacizumab and GNQWFI respectively. Data 
are presented as averaged normalized means + SEM calculated from three separate 
experiments. *, significantly different for the respective controls, p<0.05, students t-
test. (E-F) Clonogenic assays investigating the radiosensitizing potential of axitinib in 
SQD9 and SCC61. (G) Q-PCR (left) and western blot data (right) demonstrating KDR 
is not expressed in SQD9 and SCC61, excluding that axitinib and sunitinib induce 
their cytotoxic or radiosensitizing effects through KDR. Angiosarcoma (ASM) cDNA 
and protein lysates were used as positive controls for KDR expression. For qPCR, 
expression is shown as the amount of KDR per 10^5 copies of HPRT. -actin is used 
as loading control for western blot. Data shown are the averaged means of at least 
three independent experiments + SEM. SF, survival fraction.  
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concentration) was clearly more pronounced  in  the more  radioresistant HNSCC cell 
line SQD9 (Fig. 5E‐F, chapter IV) that produces higher levels of FLT1 activating VEGFA 
(Fig. 8C, chapter  IV). The dose enhancement  factors we  found  for axitinib  (1.73  for 
SQD9 and 1.24 for SCC61) were comparable to these found for FLT1 siRNA (1.62 for 
SQD9 and 1.20 for SCC61; see Chapter IV 3.1).  
4. Conclusion 
FLT1  tyrosine  kinase  is  known  as  a  suppressor  of  angiogenesis  [149,150].  In  this 
context,  it  was  shown  that  FLT1  effectuates  this  function  not  through  its  kinase 
domain  but  rather  through  its  extracellular  region  by  trapping VEGFA.  In  this way 
FLT1  prevents  stimulation  of  angiogenesis  through  the  VEGFA‐VEGFR‐2  receptor 
complex.  In HNSCC however, we believe FLT1 fulfils  its  function as oncogenic driver 
through its tyrosine kinase activity, not only by showing that the FLT1 receptor kinase 
function  is  activated,  and  but  also  by  demonstrating  that  FLT1  tyrosine  kinase 
inhibitors are able to downregulate HNSCC survival and radioresistance. 
 
In breast cancer cells oncogenic FLT1 signalling has been shown  to be an  intracrine 
process:  FLT1  is  located  on  the  inside  of  breast  cancer  cells where  it  can  only  be 
activated by autocrine produced  intracellular VEGFA. The observations we made on 
HNSCC cells are comparable as we document FLT1 to be located only intracellularly in 
HNSCC. Further we document that only plasma membrane permeable FLT1 inhibitors 
are able to affect HNSCC cell survival and radioresistance.  In practice this  intracrine 
signaling  severely  limits  therapeutic  options  since  its  means  that  currently  only 
tyrosine  kinase  inhibitors  can  be  used.  To  date  however,  no  specific  FLT1  kinase 
inhibitor  exists.  In  fact,  the  currently  available  candidates  are  mostly  inhibitors 
designed  as  anti‐angiogenic  therapy  against  KDR with  additional  anti‐FLT1  activity. 
This  is  also  the  case  for  the  inhibitors  axitinib  and  sunitinib  used  in  this  study. 
Although some data are available for FLT1 inhibitor effectiveness from in vitro assays, 
it  is  currently not  known  if  tumoral FLT1  can be  inhibited using  these  inhibitors  in 
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vivo.  Therefore we believe  these  data  should be  taken  as  a proof of  concept  that 
encourages the development of better and more specific FLT1 inhibitors. 
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CHAPTER	VI	
HPV	ASSOCIATED	p16	UPREGULATION	IMPAIRS	
AUTOCRINE	VEGFA	EXPRESSION,	BUT	DOES	NOT	
AFFECT	HYPOXIA	TOLERANCE		
	
	
	
	
	
	
Part	of	this	work	has	been	presented	at	ESTRO	31in	an	oral	presentation	as:	
EJ. Van  Limbergen, R. Dok, E. Hauben, S. Nuyts. P16  in head and neck  cancer: a marker of  impaired HIF1 
function and decreased hypoxia tolerance? ESTRO31, 2012 May, Barcelona Spain .	
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1. Introduction 
We discovered FLT1 to be a general driver of HNSCC radioresistance. Moreover the 
FLT1 ligand VEGFA correlates with radioresistance in vitro as well as in vivo (Chapter 
III.3.3). However how these finding correlate to HPV status in HNSCC remains unclear. 
As an offset to answer this question we started from observations done by Zhang et 
al. showing that p16 suppresses the expression of the FLT1 activating  ligand VEGFA, 
through  inhibition of the key regulator of hypoxic metabolism HIF1.    If  it could be 
shown that p16 is suppressing HIF1in HPV positive HNSCC, the resulting hampered 
VEGFA expression maybe could explain part of the increased radiosensitivity through 
impaired  FLT1  activity.  Further,  an  impaired HIF1  function  could  lead  to  hypoxia 
intolerance, owing to  impaired adaptation to cellular metabolic stress as a result of 
oxygen deprivation.  This hypoxia intolerance would then lead to a severe impact on 
cellular  survival  under  oxygen  deprivation,  and  therefore  lead  to  increased 
radiosensitivity in vivo. Further it could also explain the clinical findings reporting no 
effect  of  hypoxia  targeting  specifically  in  HPV‐related  HNSCC  (see  discussion  in 
chapter I.4.2.2.5). 
 
2. Materials and methods 
2.1. Cell lines and reagents 
Six HNSCC cell lines were used: SQD9, SCC61, SC263, Cal27, SCC090 and SCC154. 
HPV status was confirmed by a PCR reaction using the GP5+/6+ primer set [162] and 
p16 western blot  (see further).   SQD9, SCC61 and SC263 were a gift from A.C. Begg 
(Netherlands Cancer Institute, The Netherlands). Cal‐27 was obtained from F. Lardon 
(University of Antwerp, Belgium). HPV positive HNSCC cell  lines SCC090 and SCC154 
were obtained  from S. Gollin  (Pitsburg) and DSMZ  [163]  respectively. SQD9, SCC61, 
SC263, Cal27 cells were grown  in DMEM (Gibco) containing 10% fetal bovine serum 
(FBS) (Gibco). SCC090 and SCC154 cells were cultured  in MEM (Gibco) containing 10 
%  FBS,  1% MEM  Non  Essential  Amino  Acids  (Gibco)  and  1%  L‐glutamine  (Gibco). 
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Cobalt Chloride (CoCl2), used as a HIF1 inducer, was obtained from SIGMA and used 
at 250 µM concentration.  
2.2. RNA interference 
Transfection  was  performed  using  Lipofectamine  2000  (Invitrogen).  Stealth  select 
siRNA’s  targeting  p16  were  obtained  from  Invitrogen  (sequences 
AGAACCAGAGGCUCUGAtt,  and  CGCACCGAAUAGUUACGGUtt,  designated  as  p16A 
and P16B respectively). Transfection was performed using 100 pMoles of siRNA, and 
5 µm of Lipofectamine 2000 (Invitrogen) per 600.000 cells in 2 ml of growth medium. 
Transfection  efficiency was monitored  using  Block‐it Green  Fluorescent  siRNA  and 
flow cytometry.  Since insufficient transfection efficiency could be achieved using the 
standard manufacturers protocol, the transfection procedure needed to be adapted. 
Eventually  it  appeared  that  transfection  efficiency  of  wells  SCC154  cells  was 
dramatically  improved  by  not  allowing  these  cells  to  attach  to  the  culture  plates 
before the transfection procedure.   
Lentiviral  shRNAs  against  luciferase  or  p16/INK4A  were  purchased  from  Sigma 
Aldrich.  Lentiviral  infections  were  performed  as  previously  described  [164],  and 
infected cells were selected by treatment with 4µg puromycin  for 4 days. The used 
p16  targeting  sequences  were  CACTACCGTAAATGTCCATT  and 
CCGATTGAAAGAACCAGAGA (designated as shp16A and shp16B respectively). 
 
2.3. Western blotting 
Cells  were  lysed  on  ice  with  chilled  cell  lysis  buffer  with  additional  Complete® 
protease  inhibitor  (Roche).  Proteins  were  separated  on  4‐12%  NUPAGE  gels 
(Invitrogen)  and  were  blotted  onto  PVDF‐membranes  (Biorad).  Membranes  were 
blocked with 5% (w/v) non fatty milk in 1X TBS containing 0.2% Tween‐20. Following 
primary  antibodies  were  used:  anti‐p16  (Cell  Signaling,  #4842)  and  anti‐HIF1 
(610958  BD  Pharmigen)  and  anti‐GAPDH  (Sigma,  G9545).  HRP‐linked  secondary 
antibodies  were  used.  Detections  were  performed  with  an  ECL  detection  system 
(Perkin Elmer) using an ECL imager (LAS‐3000 mini).  
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2.4. Quantitative real‐time PCR 
Experiments were carried out on a Lightcycler 480 II (Roche) in a reaction volume of 
15 µl containing 5µl of diluted cDNA, 7.5 µl SYBR green reaction mix (Roche), 1.25 µl 
of  5µM  forward  primer  and  1.25  µl  of  5µM  reverse  primer.  Quantification  was 
performed using  the Ct method. Primers were designed using  LightCycler Probe 
Design2 software. Used primer sequences are  listed  in Supplementary table 2  . The 
PCR  cycle  conditions were as  follows:  a preincubation  step  for 10 minutes at 95°C 
followed by 40 amplification cycles; each cycle  included 10 seconds at 95°C and 30 
seconds at 60°C; followed by melting curve analysis to verify specific amplification of 
the  amplified  product. Messenger  RNA was  extracted  from  cells  using  the RNeasy 
mini Kit  (Qiagen) with additional  ‘on column DNA digestion’. cDNA was synthesized 
using  Superscript®  VILO  (Invitrogen).  For  experiments  involving  siRNA  mediated 
knockdown of p16, cells were subjected 48h after transfection to 250µM of CoCl2 for 
another  12  h  before  mRNA  extraction.  For  experiments  involving  shRNA  gene 
expression experiments, mRNA was extracted after 24h of hypoxia (1% O2) exposure. 
 
Table 2: REAL TIME‐qPCR PRIMER sequences 
Gene  Primer sequence 
VEGFA  F:    5’‐ CCATGCAGATTATGCGGATCA ‐3’ 
R:    5’‐ GCATTCACATTTGTTGTGCTGTA ‐3’ 
GLUT1  F:    5'‐CTGTGTGGTCCCTACGTC‐3' 
R:    5'‐CTCAGGAACTTTGAAGTAGGTG‐3' 
 
LDHA  F:    5'‐TTCCACCATGATTAAGGGTCTTTAC‐3' 
R:    5'‐AGGTCTGAGATTCCATTCTGT‐3' 
     
PDK1  F:    5'‐CACCAAGACCTCGTGTTGAGA‐3'
R:    5'‐GCGTAAAGACGTGATATGGG‐3' 
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2.5. Immunohistochemistry and HPV‐testing in patient samples 
FFPE  tumor  samples  were  obtained  from  patients  diagnosed  with  squamous  cell 
carcinoma of the oropharynx between 2000 and 2010. Deparaffinisation and antigen 
retrieval of 5 µm sections was performed using an automated protocol on a DAKO PT 
link module.  The  following  primary  antibodies were  used:  anti‐VEGFA  (1:100,  30’ 
room  temperature;  SC‐152,  Santa  Cruz),  anti‐HIF1  (1/500,  overnight  at  4°C,  BD 
Pharmigen, 610958) and anti‐p16 (1/80, room temperature, BD Pharmigen, 550834). 
Secondary antibody detection was performed with a horseradishperoxidase coupeled 
secondary  antibody.  Diaminobenzidine  complex  (DAB)  was  used  as  chromogen. 
Counterstaining was performed with hematoxylin. A sample was considered as p16 
positive when at least 50% of cells showed clear p16 immunoreactivity. A sample was 
considered HIF1  positive  according  to  the  presence  or  absence  of  nuclear HIF1 
immunoreactivity  in  the  sample.  Because  HIF1  expression  is  inhomogeneously 
upregulated  only  in  smaller  parts  of  HNSCC  tumors,  we  decided  to  score  VEGFA 
accordingly to maximal  focal  immunoreactive  intensity, as grade  I  (lowest  intensity) 
to grade III (highest intensity). 
HPV  testing was  performed  by  HPV‐PCR  using  the  GP5+/6+  primer  set  [165,166]. 
From each FFPE block, several sections of 5 micron thickness were cut, using a fresh 
microtome for each block to avoid DNA carry over. The first and the last section were 
H&E stained to confirm the presence of tumor in the used biopsies. 
 
2.6. Cell survival analysis  
In  siRNA  experiments  cells were  transfected  in  96‐well  plates  and  then  grown  for 
another 72h in a normal incubator (21% O) before the cells were subjected to hypoxia 
(1%  O2)  or  normoxia  (21%  O2)  for  72  h.  For  experiments  with  shRNA  mediated 
knockdown stable shRNA expressing clones were subjected to 72h of hypoxia (1% O2) 
or normoxia (21% O2). Cell survival analysis was then performed using an SRB‐assay, 
as  previously  described  [157].    Survival  curves were  generated  by  normalizing  the 
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hypoxic  survival  data  to  the  normoxic  survival  data,  to  account  for  possible 
differences  in growth rate between the different siRNA and shRNA treated SCC154‐
cell lines. 
In inhibitor experiments cells were seeded one day before treatment. Cells were pre‐
treated  for  72h  at  the  indicated  concentration  of  sunitinib.  Then  survival  was 
measured using an SRB‐assay, as previously described [157]. 
 
2.7. Metabolite analysis, and growth curves 
For metabolite analysis  cells were  cultured  in a normal  incubator  (21% O2) or  in a 
hypoxia  chamber  (1%  O2)  for  24h  hours.  After  24h,  media  was  collected  and 
immediately  frozen  until  analysis  through  a  lactate  dosage  kit  (from  Abcam) 
according to manufacturer’s  instructions. Cells were  lysed with PBS + 1% Triton‐X to 
measure protein concentration with a BCA assay  (Pierce), as a mean  to correct  for 
differences  in  cell quantity.  For growth  curve analysis  cells were  seeded  in 96‐well 
plates and the amount of cells was measured using an MTT‐assay at 0h, 24h, 48h, 72h 
and 96h. 
 
3. Results 
 
3.1. HPV associated p16 overexpression  correlates with  lower VEGFA expression, 
lower FLT1 dependence, and higher radiosensitivity.  
When VEGFA expression was evaluated using qPCR among several different cell lines 
we  found our HPV  related p16 overexpressing HNSCC  cell  lines  to have  the  lowest 
VEGFA expression (Fig. 11A). A lower level of autocrine VEGFA expression could mean 
that  these  cells  were  less  FLT1  driven  and  therefore  less  radioresistant,  as 
demonstrated previously (see Fig. 8B, Chapter 4). To verify this hypothesis we tested 
the FLT1  inhibitor sunitinib  in a survival assay, since FLT1 was also demonstrated to 
affect HNSCC survival. Figure 11B indeed shows our p16 positive  
90 
 
  
Figure 11: HPV associated p16 overexpression correlates with lower VEGFA 
expression, lower FLT1 dependence. (A) VEGFA expression analysis in a panel of 
HNSCC cell lines. HPV(+), p16 positive cell lines have the lowest levels of VEGFA 
gene expression. (B) Survival measured in different HNSCC cell lines treated with the 
indicated doses of sunitinib, as measured by SRB-assay. (C) Receiver operating 
characteristics (ROC)  curve showing 50% of p16 positive cells being the optimal 
cutoff correlating to HPV status using HPV-PCR as golden standard, and taking into 
account true and false positive rates. (D) Results of VEGFA and HIf1 protein 
expression as measured by immunohistochemistry. P16 positive cells  in general 
have lower maximal VEGFA expression but similar expression of HIF1. 
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HPV related HNSCC cell  line SCC090 did not encounter any decrease  in cell survival 
after  FLT1  inhibition,  as measured by  an  SRB  assay.  IHC experiments on head  and 
neck cancer biopsies were carried out to investigate if p16 would also correlate with 
decreased VEGFA expression in vivo. The cutoff for regarding a tumor as HPV positive 
was chosen at >50% of cells having positive P16 staining at the cytoplasm, since this 
cutoff was shown to correlate best with positive HPV status (Fig. 11C). Since hypoxic 
regions with  HIF1  upregulation  are  a  focal  phenomenon,  VEGFA  expression was 
classified according to maximal focal staining intensity found in the biopsy. Although 
we  found  no  difference  in HIF1  expression  in  p16  positive  vs.  negative  biopsies, 
focal maximal VEGFA expression was higher in p16 negative samples, suggesting that 
the difference  in VEGFA expression could not be attributed  to an  increase  in HIF1 
expression  in p16 negative  tumors  (Fig. 11D).   These data are  compatible with  the 
model of HIF1 getting upregulated but being functionally less active because of the 
possible interaction with p16. 
 
3.2.  P16 suppresses HIF1a activity as a transcription factor in HPV related HNSCC. 
 To test the possibility of p16 suppressing HIF1 activity, p16 expression was knocked 
down  in  the HPV  related HNSCC cell  line SCC154 using shRNA  (Fig. 12A). To  induce 
HIF1 activity shRNA  transfected cells were grown  in a hypoxia chamber under 1% 
oxygen to induce HIF1 expression. The expression of several HIF1 associated genes 
(VEGFA, LDHA, GLUT‐1, PDK‐1  [139]) was subsequently  tested by qPCR  (Fig. 12B‐E). 
These  experiments  showed  indeed  that  p16  knockdown  resulted  in  a  significant 
increase  in  HIF1‐related  gene  expression,  but  only  under  hypoxia  where  HIF1 
becomes upregulated. 
It is however important to note that these experiments also showed some increase in 
HIF1 regulated gene expression after HIF1 upregulation by exposure to hypoxia in 
the condition without p16 knockdown, meaning that in HPV‐related HNSCC the p16‐
related HIF1 suppressive activity is not completely effective (Fig. 12B‐E).  
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To  confirm  these  findings  experiments  were  repeated  using  an  siRNA  mediated 
setup, where  this  time CoCl2 was used as a HIF1  inducer  (Fig. 13A). The  findings 
were  similar  as  those with  the  shRNA under hypoxia  (Fig.  13B‐D).  Importantly  the 
siRNA  sequence  p16B  has  no  sequence  overlap  with  p14ARF,  excluding  that  the 
higher described effects could be attributed  to knockdown of p14ARF, an alternate 
reading frame product of the p16 gene focus CDKN2a.  
 
 
 
 
Figure 12: ShRNA mediated pP16 knockdown increases HIF1 mediated gene 
expression in the HPV positive cell line SCC154. (A) Western blot demonstrates 
p16  knockdown using shRNA vectors in SCC154 as well as HIF1 upregulation 
during 24h of exposure to hypoxia (1% O2). (B-E) Q-PCR gene expression analysis 
of the HIF1regulated genes VEGFA, GLUT1, LDHA and PDK1). Data are 
presented as the percentage of expression relative to non silencing control shRNA 
(Co1) in normoxic conditions. * significantly different from Co1 under normoxia, $ 
significantly different from Co1 under hypoxia, using a 2-sided students T-TEST. 
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Figure 13: : siRNA mediated p16 knockdown increases HIF1 mediated gene 
expression in the HPV positive cell line SCC154. (A-D) Data obtained with shRNA 
are confirmed using a setup using siRNA mediated p16 knockdown. (A) Western blot 
demonstrates p16 knockdown using siRNA designated as p16A and p16B, as well as 
HIF1 induction by CoCl2 (250 µM). (B-D) Q-PCR gene expression analysis shows 
improved gene expression of HIF1 regulated genes VEGFA and LDHA after p16 
knockdown and HIF1 induction by CoCl2. Data are shown as percentage of the 
averaged means of 3 separate experiments + SEM after normalization the control 
condition (using Ctrl1 siRNA). P-values were calculated using a 2-sided students T-
TEST. 
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3.3. P16 related HIF1 suppression does not affect survival under hypoxia. 
Higher described data show that in HPV related HNSCC cells, p16 is able to suppress 
HIF1  activity,  although  not  completely.  The  next  question  was  whether  this 
suppression was sufficient to affect hypoxia tolerance. P16 was knocked down using 
siRNA  or  shRNA  in  the  SCC154  cell  line. Cells were  then  cultured  in  96‐well  pates 
under normoxia as well as hypoxia. Survival was then measured by means of an SRB 
assay  and  survival  under  hypoxia  was  normalized  to  survival  under  normoxia  to 
account  for changes  in normal growth rate after gene silencing. Both with siRNA as 
well as shRNA there was no survival benefit seen under hypoxia after p16 silencing 
(Fig.  14A‐B).                                                                                              .                                                                        
 
Figure 14: p16 knockdown does not improve cell survival under hypoxia. 
Survival of SCC154 cells is not improved after shRNA mediated  (A) or siRNA 
mediated (B) p16 knockdown. Bars show the survival rate +/- SEM of cells under 
hypoxia relative to the survival of the same knockout condition under normoxia. This 
was done to account for possible differences in growth rate after exposure to different 
shRNA’s or siRNA’s. 
 
3.4. HPV related HNSCC cell lines are able to increase glucose usage, induce lactate 
metabolism and sustain hypoxic stress. 
P16 knockdown did not  improve survival under hypoxia. Therefore we assessed the 
hypoxic survival potential of 2 HPV related cell lines (as well as 2 HPV unrelated cell   
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Figure 15: HPV positive cells are able to survive under hypoxia. (A) MTT based 
growth curves show HPV(+) HNSCC cell lines are able to survive under hypoxia, just 
as HPV(-) HNSCC cells. (B) Metabolite analysis shows that HPV(+) cells can make a 
glycolytic metabolic shift towards more lactate production, like HPV(-) HNSCC cells. 
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lines)  to  confirm  if  these HPV  related  cells were  indeed  able  to  survive  in hypoxic 
conditions.  We  noted  that  the  HPV‐related  cell  lines  were  able  to  survive  for  a 
prolonged period of time under hypoxia, like HPV‐unrelated cells (Fig. 15A). HIF1 is 
able  to  change  metabolism  to  a  more  glycolytic  phenotype.  These  changes  are 
associated with extracellular acidification, higher glucose use and  lactate production 
[139]. Additionally, we documented that HPV‐positive HNSCC cell  lines were,  just as 
HPV‐negative cell lines able of making a glycolytic shift in their metabolism toward a 
more glycolytic type, by increasing lactate production (Fig. 15B). 
	
5. Conclusion 
In this chapter, we attempted to shed  light on the molecular basis of the  increased 
radiosensitivity of HPV related HNSCC cells by assessing the impact of HPV associated 
p16 overexpression on VEGFA expression as well as tumor hypoxia tolerance through 
a  negative  regulatory  impact  on  HIF1,  the  key  regulator  of  hypoxic metabolism 
[167].  
Our  series  of  experiments  however,  showed  that HPV  related  tumors  are  able  to 
switch  their metabolism  towards a glycolytic phenotype and  that  these  tumor cells 
are able to survive under an oxygen level of 1% (or 7.6 mmHg). However, while cells 
surviving  at  this oxygen  tension are  clearly protected  from  the  cytotoxic effects of 
ionizing  radiation  compared  to  21%  oxygen  level  (or  159.6  mmHg)  the 
radioprotective  effect  of  hypoxia  has  been  shown  to  increase  further  to  values  of 
0.07% oxygen level (or 0.5 mmHg) [24].  
Moreover  oxygen  tensions  below  1%  (7.5 mmHg)  certainly  occur  in HNSCC  [168]. 
Therefore our data obtained  from  in vitro experiments  cannot  completely  rule out 
that  hypoxia  intolerance  in  HPV‐related  cancer  cells  occurs  in  vivo,  where  the 
conditions are even more grim. 
We  did  clearly  find  evidence  of  a  negative  impact  of  p16  on  HIF1  functioning 
although this impact was not sufficient to prevent a metabolic switch. Possibly here, 
the  HIF1  stimulating  role  of  the  HPV  related  oncogenes  E6  and  E7  becomes 
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extremely  important  [169].  Because  of  the  disruption  of  the  RB  pathway  as  a 
consequence of viral E7‐expression,  the  cyclin dependent  kinase  inhibitor p16 gets 
upregulated and starts suppressing HIF1. A stimulatory role of HIF1, by E6 and E7 
would  then be necessary  to  counterbalance  the HIF1  inhibitory activity of p16  to 
allow VEGFA expression, angiogenesis and tumor formation. 
Our in vitro and in vivo data indeed are all compatible with a negative impact of HPV‐
associated p16 overexpression on HIF1 resulting  in a decreased VEGFA expression. 
Therefore it is very plausible that decreased FLT1 stimulation in HPV positive HNSCC 
in part explains the  increased radiosensitivity of these tumors, next to other patient 
related factors, immune response or DNA‐repair (see Chapter I.4.2). 
A possible  association  between VEGFA  and HPV/p16 positive  status  in HNSCC was 
also  investigated  in other  series but  there no association was confirmed  [170,171].  
However one must note  that  in  these studies, VEGFA scoring was done differently, 
reflecting a more general staining pattern, and therefore possibly correlating not as 
well  to  our  method  of  scoring  which  was  focusing  on  maximal  focal  staining 
mimicking HIF1 stain patterns. 
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1. Introduction 
Human Papilloma Virus (HPV) has recently been attributed as a major etiologic cause 
of  oropharyngeal  carcinoma.  Studies  suggest  large  geographic  differences  exist 
regarding prevalence of this disease [95]. However until now, we have no idea about 
the  role  of  HPV  in  Belgian/Flemish  oropharyngeal  cancer  patients.  However,  this 
information might have important implications for the patient: 
‐Prevention: As there is already a marketed vaccine offering protection against HPV‐
associated  cervical  cancer,  there  is  speculation  that  it  may  also  offer  protection 
against the subset of oropharyngeal cancers that are HPV‐associated. 
If  our  data  show  high  incidences  of  high‐risk HPV‐associated  cancers  in men,  this 
might suggest that vaccination of all adolescents against this oncogenic risk should be 
considered.  Prospective  studies  should  be  designed  to  assess  the  effectiveness  of 
HPV vaccines for the prevention of these cancers. 
‐Therapy  adjustment:  The  association  between HPV  and  head  and  neck  cancers  is 
already  changing  the way  clinical  trials  are  designed, with  investigators  stratifying 
patients by HPV  status. New  therapeutic  trials will have  to be designed specific  for 
HPV‐positive  or  HPV‐negative  patients  because  of  the  differences  in  treatment 
response  in  the  two  groups.  Less  intensive  treatment  schedules  will  have  to  be 
looked at. The link between HPV and oropharyngeal cancer also raises the possibility 
of targeting those tumours with a therapeutic vaccine. 
‐Follow  up:  Although  HPV‐associated  oropharyngeal  cancer  has  a  relatively  good 
disease‐free survival rate, a subset of persons develops recurrence of their cancer. A 
screening test that takes advantage of a unique marker that  is associated with HPV 
infection  could  be  beneficial  for  the  detection  of  persistent  disease  or  early 
recurrence. Salivary rinsing and detection of HPV E6 or E7 copy number could be of 
value. 
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‐Future  translational  research: Molecular mechanism  underlying  the  differences  in 
treatment  response can  lead  to new  therapeutic opportunities. Further  studies are 
needed  to  show whether  oral HPV  infection  progresses  to  dysplasia,  as  it  does  in 
cervical cancer. Doing so would take a prospective, longitudinal study of people with 
HPV  infection,  followed by visual detection of premalignant  changes or  looking  for 
surrogate markers of progression by using random biopsies. 
A multicenter  cooperative  study  was  undertaken  between  the  radiation‐oncology 
departments of the Flemish universities.  
2. Materials and Methods 
2.1. Subjects 
The  study was a  joint effort of  the Flemish  radiation oncology centers of Antwerp, 
Brussels, Gent and Leuven. All patients registered with an oropharyngeal carcinoma 
were included, whether or not they eventually received radiotherapy. Other inclusion 
criteria were squamous cell carcinoma histology, and from all patients FFPE tumoral 
tissue had to be available. Patients were diagnosed between 2000 and 2010. 
From these patients follow‐up data was collected consisting of identification number, 
date of birth,  gender,  tobacco  and  alcohol usage  as noted  in  the medical  records, 
sublocalisation in the oropharyngeal subsite, TNM and tumor stage (UICC 7th edition), 
type  of  therapy  received,  start  and  end  of  treatment  received,  date  of  local  or 
regional relapse, date of distant recurrence, date of death and date of last follow‐up. 
For  survival  analysis,  only  patients  irradiated  on  macroscopic  tumor,    receiving 
ablative  doses  of  radiotherapy  (>  60Gy) were  included.  Patients  treated with  the 
intent of giving ablative doses but where  radiotherapy was  canceled due  to  tumor 
progression during radiotherapy were not censored. 
2.2. Tumor samples and laboratory studies 
For all patients FFPE  tissue was  centralized  (Leuven)  for HPV‐status determination. 
HPV  testing  was  performed  using  a  previously  validated  algorithm  using  p16 
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immunohistochemistry (IHC) followed by HPV‐PCR [165,166]. A tumor was regarded 
as HPV related when both P16 IHC as well as HPV‐PCR were positive.  
From each FFPE block, several sections of 4 micron thickness were cut, using a fresh 
microtome for each block to avoid DNA carry over. The first and the last section were 
H&E stained to confirm the presence of tumor in the used biopsies. A third slice was 
used for p16  immunohistochemistry, another 3 slices were used for DNA extraction 
and PCR testing.  
 Deparaffinisation and antigen retrieval and IHC  were performed using an automated 
protocol on a DAKO PT  link module and a DAKO autostainer. For p16  IHC a purified 
mouse anti‐human p16 antibody (G175‐405, BD Pharmigen) was used. Sections were 
scored as P16 positive when clear p16 immunoreactivity was seen in at least 50% of 
cells [15,172].  
DNA  was  extracted  from  PPFE  sections  using  the  QIAamp  DNA  FFPE  Tissue  kit. 
Concentration and purity were then defined with spectrophotomety (Nanodrop ND‐
1000). The quality of the extracted DNA for usage as a PCR‐template was verified by 
generating a 167 bp fragment of the IDH2 gene using PCR. Subsequently HPV status 
was  determined  with  a  PCR  reaction  using  the  GP5+/6+  primer  set  capable  of 
detecting  at  least  16  other  high  risk‐HPV  subtypes  next  to  the  most  common 
subtypes HPV‐16 and HPV‐18 [162].  
2.3. Statistics  
The  confidence  interval  for HPV  prevalence  is  based  on Wilson  (score)  confidence 
limits for a binomial proportion. Inverse probability weighting (IPW) was used to deal 
with non‐random missingness of HPV status.  Differences between HPV(‐) and HPV(+) 
groups  were  analyzed  using  the  Chi‐square  test  in  case  of  categorical  predictors, 
whereas  the Mann‐Whithey U‐test was  used  for  ordinal  or  continuous  predictors. 
Follow‐up  summary  statistics  are based on  the Kaplan‐Meier  estimate of potential 
follow‐up. Overall survival was defined as the time between start of radiotherapy and 
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death. Disease  free survival was defined as  the  time between start of  radiotherapy 
and  disease  recurrence  or  death.  Locoregional  control  was  defined  as  the  time 
between start of  radiotherapy and  the date of  locoregional  recurrence. Differences 
between  groups  regarding  survival  or  other  time‐to‐event  outcomes  are  analyzed 
using  the  Log  Rank  test.  Kaplan‐Meier  estimates were  obtained  for  estimation  of 
survival  curves and  follow‐up. For  the analysis of  independent predictor effects on 
time‐to‐event outcomes, multivariable Cox proportional hazards models were used, 
including  the  predictor  of  interest  as  well  as  possible  confounders.  Changes  in 
incidence  rates  over  time were  calculated  using  the method  of  Estimated  Annual 
Percentage Change. All analyses have been performed using  SAS  software,  version 
9.2 of the SAS System for Windows. All tests are 2‐sided and a 5% significance level is 
considered for all tests. 
3. Results 
3.1. Baseline patient characteristics 
In total 264 patients with an oropharyngeal squamous cell carcinoma were  included 
of  which  medical  records  and  FFPE  tissue  were  obtained.  For  baseline  patient 
characteristics see  table 3. The mean follow‐up our cohort was 4.44 years (2.41 years 
Q1,  6.63  years Q3).  The majority  of  patients were  diagnosed  at  advanced  disease 
stage: 51 (19%) and 192 (72%) patients had UICC stage III and IV disease. The median 
age of  the study population was 58.8 years, ranging  from 26  to 83 years. The most 
frequent tumor localizations  in the oropharyngeal subsite were tonsillar and base of 
tongue (BOT), 114 (43%) and 88 (33%) of patients respectively. Of 264 patients, 198 
(75 %) received and ablative doses of radiotherapy  (> 60Gy) on macroscopic tumor. 
Four (2%) patients did not receive radiotherapy. Concurrent chemotherapy was given 
to 152  (58%) patients. Seven patients (3%) received concurrent treatment based on 
EGFR  inhibition,  and  100  patients  (38%)  received  radiotherapy  only.  The  median 
overall  treatment  time  was  44  days  (Q1  42.0  days,  Q3  47  days).  Adequate 
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information regarding smoking and ethanol use was retrieved from the medical files 
for 230 (87%) and 189 (72%) of 264 patients. 
 
Table 3: Patient characteristics 
Characteristic All patients 
 (N=264) 
HPV neg. 
(N=196) 
HPV pos. 
(N=53) 
 
p-value $ 
HPV status, N (%)         
.     Negative 196 (74%) 196  /    
.     Positive 53 (20%) /  53    
.     Unknown* 15 (6%) /  /    
Gender         
. Male 211 (80%) 159 (81%) 41 (77%)  0.73 
. Female 53 (20%) 37 (19%) 12 (23%)   
Age, Median (Q1, Q3) 58.8 (52.2, 65.8) 58.0 (51.3,65.2) 62.1 (53.3, 71.1)  0.028 
UICC-stage number, N 
(%)$ 
        
.    I 5 (2%) 4 (2%) 1 (2%)  0.026 
.     II 16 (6%) 14 (7%) 2 (4%)   
.     III 51 (19%) 43 (22%) 5 (9%)   
.     IV 192 (73%) 135 (69%) 45 (85%)   
Smoking, N (%)         
.     Never 28 (112%) 11 (6%) 14 (31%)  <.001 
.     Stopped >1 year 35 (15%) 22 (13%) 8 (18%)   
.     Current 167 (73%) 139 (81%) 23 (51%)   
.     Unknown 34  24  8    
Alcohol current use, N 
(%) 
        
.     No 46 (24%) 25 (18%) 18 (49%)  <.001 
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Differences between HPV- and HPV+ groups were analyzed using the Chi square 
test for gender, tonsillar localization, concurrent treatment. The Mann-Whitney U test 
was used for age, UICC stage number, pack years, alcohol use, OTT. 
* For some patients HPV status could not be determined. The characteristics of this 
group are not shown. Therefore the sum of the HPV positive and negative subgroup 
is equal or lower that the number shown for the whole patient population. ** BOT, 
base of tongue.  $UICC 7th edition 
 
.     Weekly 19 (10%) 7 (5%) 9 (24%)   
.     Daily 124 (66%) 108 (77%) 10 (27%)   
.     Unknown 75  56       16    
Localisation, N (%)         
.     Soft palate 12 (5%) 11 (6%) 0 (0%)  0.002 
.     Tonsil 114 (46%) 72 (40%) 33 (66%)   
.     BOT/vallecula** 88 (36%) 67 (37%) 16 (32%)   
.     Pharyngeal wall 31 (13%) 30 (17%) 1 (2%)   
.     Unclear 19  16  3    
Concurrent treatment, N 
(%) 
        
.     None 100 (39%) 78 (40%) 16 (32%)  0.53 
.     Chemo 152 (58%) 111 (57%) 32 (64%)   
.     EGFR inhibition 7 (3%) 5 (3%) 2 (4%)   
.     Censored (no 
radiotherapy or  missing 
information) 
5  2  3    
OTT, Median (Q1, Q3) 44.0 (42.0, 47.0) 44.0 (42.0,47.0) 44.0 (42.0,48.0)  0.45 
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3.2. Incidence trends of Head and neck carcinoma and oropharyngeal carcinoma in 
Flanders: from 1999 to 2010. 
From the Belgian Cancer Registry (www.kankerregister.org) the crude incidence rates 
for males  and  females  between  1999  and  2010 were  obtained  for  head  and neck 
cancer  in  general  and more  specific  for  the  oropharyngeal  subsite  to  investigate 
incidence  trends over  time. As shown  in  figure 16,  the  incidence of head and neck 
cancer  in  general  remains  stable  whereas  the  incidence  rate  (N/100.000)  for 
oropharyngeal  cancers  increases  significantly  (2.1% each year)  in males.  In  females 
the trend is somewhat different. We note an overall increase in head and neck cancer 
of 3% yearly but only a 1.2% yearly increase for oropharyngeal cancers.  
 
Figure 16: Incidence rates of Head and Neck cancer in total and cancers of the 
oropharyngeal subsite according to gender. Data are based on crude incidence 
rates (N/100.000) for the Flemish region, obtained from the National Cancer Registry 
(Belgium). EAPC, Estimated Annual Percentage of Change. The p-value indicates if 
there is a significant change over time 
3.3. Prevalence of HPV related oropharyngeal disease 
For  a  small  number  (15  cases,  see  table  3)  of  observations  there  was  missing 
information on HPV status. In 2 of 15 cases there was no information on p16 IHC. In 
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the  remainder of  the cases  there was positive p16  IHC, but no PCR  information on 
HPV status (e.g. insufficient amount or insufficient quality of extracted DNA). Patients 
with negative p16 IHC were regarded as HPV(‐) [165]. In case of random missingness 
(equal probability of unknown HPV status for HPV‐ and HPV+)  , missing  information 
would not affect the estimate of the prevalence. However, as a result of the applied 
algorithm, we observed that all cases with unknown HPV status but known p16 status 
had positive p16 status. This suggested that the probability of unknown HPV status is 
larger for HPV(+) compared to HPV(‐), and therefore that the prevalence of HPV may 
be underestimated  if we only use  the observed data  for prevalence estimation. To 
account  for  this we  provide  prevalence  estimates  accounting  for missing  data  by 
means of  Inverse Probability Weighting  (IPW). Based on  this analysis  the estimated 
prevalence  of HPV  related  squamous  cell  carcinoma  located  in  the  oropharyngeal 
subsite  is  24.78%  (19.93‐30.36%).  Additionally  we  observed  that  HPV+  cases  are 
significantly  (p<0.05)  associated with  higher  UICC  tumor  stage,  lower  alcohol  and 
tobacco usage, and a  tonsillar or base of  tongue  sublocalization  in  the oropharynx 
(Table 3).  Of note, in our study population the HPV+ patients had a significantly elder 
age  at diagnosis  (62  vs.  58  years, p=0.028).  The prevalence of HPV(+) disease was 
similar in males as in females. 
3.4. Prognostic effect of HPV status after ablative radiotherapy 
In this analysis only patients who received ablative dose radiotherapy (>60Gy) on 
macroscopic tumor were included. Positive HPV status was associated with a better 
locoregional control (LRC) after radiotherapy at 1 and 5 year (87% and 87%) when 
compared to the HPV(‐) group  (73% and 49%, p=0.006; Fig. 17A). The Disease Free 
survival (DFS) was also better in the HPV (+) group (75% and 54%) in comparison to 
the HPV(‐) patient group (58% and 31%) at 1 and 5 years (p=0.028; Fig. 17B). Further 
for overall survival (OS) we noted a trend for better outcome in the HPV positive 
group where the OS was 84% at 1 year and 45% at 5 years in comparison to 67% and 
38% in the HPV negative group (p=0.09 Fig. 17C). Finally we estimated the effect of  
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Figure 17:  (A-C): Kaplan Meier estimates for survival among patients with an 
oropharyngeal carcinoma treated with ablative doses of radiotherapy (>60Gy) 
on macroscopic tumor stratified according to HPV-status. Figures show 
Locoregional tumor Control (A, page to the left), Disease Free Survival (B, page to 
the left) and Overall Survival (C, above). Numbers at risk at each stage of follow-up 
are shown in a box below each specific graph. 
 
HPV status on outcome, correcting for possible confounders significantly associated 
with HPV status in a Cox proportional hazards model. Included confounders were 
tumor stage, age, smoking, drinking and tumor localization (see Table 3). Since there 
was no association between concurrent chemotherapy or overall treatment time and 
HPV‐status, they were not included as possible confounders. After correction of the 
higher described confounders positive HPV status remained significantly associated 
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with better LRC (Hazard Rate (HR) 0.21, p=0.02). The associations between HPV status 
and DFS/OS were not significant in multivariate analysis. 
3.5  The  prognostic  effect  of  smoking  and  concurrent  chemotherapy  in  HPV(+) 
oropharyngeal cancer. 
Smoking and concurrent chemotherapy are well known parameters affecting the 
outcome in classical HPV negative head and neck cancer. Whether these parameters 
are equally important in HPV positive head and neck cancer is not as clear. 
To investigate the effect of smoking as an independent predictor of outcome next to 
HPV status, a multivariate model was built including both smoking and HPV status as 
predictors. In our series we found a significantly better DFS for never smokers as 
compared to smokers (HR 0.39, p=0.036) but not when compared to former smokers. 
Regarding OS, we also noted a clear trend towards better outcome for never smokers 
compared to current smokers (HR 0.45, p=0.072). Smoking seemed not to be an 
independent risk factor predicting LRC.  
To answer the question if concurrent chemotherapy is associated with better LRC and 
OS in HPV(+) patients, the interaction between HPV status and concurrent 
chemotherapy was tested and was found to be non‐existing. Therefore,  we also 
tested for the main effect of concurrent chemotherapy, which is than assumed to be 
equal in  HPV(‐) and HPV (+) patients. A significantly better LRC was found for 
concurrent chemoradiotherapy  (HR= 0.59, p=0.0462) was found.  We did not find  a 
significant association towards OS. 
 
4. Conclusion and discussion 
HPV‐associated oropharyngeal cancer is currently an emerging global pandemic. This 
new viral etiology  is held  responsible  for  the current rise  in  incidence registered by 
the  American  SEER  database  by  2‐3%  each  year.  However  large  geographical 
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differences  in prevalence  rates seem  to exist  [12,95]. For  the region of Flanders no 
data are available.  
Data obtained from the National Cancer Registry of Belgium however demonstrated 
comparable to American series a yearly increase of 2.1% in the crude incidence rates 
of oropharyngeal carcinoma for males (Fig. 16A) in the region of Flanders. In contrast, 
the general  incidence of head and neck cancer seemed to remain stable, suggesting 
that  this  rise was  not  related  to  increased  exposure  of  the  patient  population  to 
classical risk factors like tobacco and alcohol exposure. If so, they would increase the 
incidence of head and neck cancer in general as well. In females however an increase 
in oropharygeal  carcinoma  incidence was noted, but  it was also accompanied by a 
raise  in head and neck cancer  in general as well, making a possible contribution of 
HPV less clear. 
In our  series, a multicentre  collaboration between  the different  radiation‐oncology 
departments of the Flemish universities, we document a prevalence of HPV  induced 
oropharyngeal carcinoma of 24.78% (19.93‐30.36%) using a well validated algorithm 
making  use  of  p16  immunohistochemistry  and  HPV‐PCR  [165].  These  data  are 
comparable  to  the  prevalences  reported  in  our  neighboring  regions  as  the 
Netherlands  (23.3‐29%),  France  (17.2%)  and  Germany  (16.7‐62.9%)  [12,166], 
although  some  of  these  series  may  not  represent  the  actual  prevalence  rates 
anymore  because  of  their  earlier  date.  The  relative  contribution  of  HPV  related 
disease in male and female subgroups was similar.  
HPV  related  cancers were  found  to  be  associated with  higher  tumor  stage,  lower 
alcohol or tobacco exposure, and tonsillar of base of tongue sublocalization (Table 3) 
in our  series. Also  survival analysis  showed a  significant  improvement  for  LRC, DFS 
and  OS  of  85%  vs.  50%,  54%  vs.  30%  and  47%  vs.  38%  in  favor  of  HPV  related 
pathology at 5 years (Fig. 17A‐C).  After multivariate analysis HPV remained a strong 
independent  factor  associated with  better  locoregional  control  after  radiotherapy 
(HR=3.74, p=0.02).  These  findings  are  all  in  agreement with other published  series 
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[9,10,13,15,16,111,173].  On  the  other  hand,  in  contrast  to many  other  series  we 
found  HPV(+)  status  in  Flemish  patients  to  be  associated  with  elder  rather  than 
younger age. 
Recent  studies  suggest  both  smoking  and  HPV  status  are  independent  prognostic 
factors  regarding outcome  for patients with oropharyngeal  carcinoma  treated with 
radiotherapy  [15,174].  In  our  series  we  could  not  confirm  or  disprove  these 
observations although  regarding disease  free  survival we did  see a  trend  (p=0.064) 
approaching statistical significance for smoking status with HR’s of stopped smokers 
and current smokers of 1.64 and 2.49 respectively versus non‐smokers. 
Concurrent  radio‐chemotherapy  is  a  very  toxic  treatment  but  has  been  showing 
consistently improved outcome in classical head and neck cancer [35,175]. However a 
more  recent  report  claimed  that  in  advanced  stage HPV  associated  oropharyngeal 
carcinoma  patients  receiving  radiotherapy  alone  had  similar  locoregional  control 
rates  as  patients  receiving  concurrent  radiochemotherapy  [176]  which  was  a 
interesting  observation  regarding  it  as  a  possible  treatment  deintensification 
strategy.  In  our  series  however, we  did  not  find  any  evidence  for  a  difference  in 
effectiveness for concurrent chemoradiotherapy between HPV(+) and HPV(‐) patients 
and  noted  a  clear  trend  towards  improvement  of  locoregional  control    with  the 
addition of chemotherapy (HR = 0.61, p=0.056) for both subgroups. 
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1. FLT1 as a new target in HNSCC 
The FLT1/VEGFR1 receptor is primarily known as a negative regulator in angiogenesis, 
where  its primary function  lies  in scavenging VEGFA by  its extracellular domain, and 
thereby  preventing  VEGFA  binding  and  activation  of  KDR/VEGFR2  [150].  Recently 
however, FLT1 has also been reported to be an oncogenic driver  in tumor types  like 
breast,  colon,  and  skin  cancer  [154‐156].  Here,  by  making  use  of  an  unbiased 
systematic  screening  approach  towards  the  whole  tyrosine  kinase  family,  we 
documented and validated FLT1 to be important for the survival and radioresistance 
of HNSCC cells.  
The  main  aim  of  this  doctoral  thesis  was  to  establish  new  therapeutic  targeting 
strategies  based  on  essential  tyrosine  kinase  signal  transduction  in  head  and neck 
squamous  cell  carcinoma  cell  lines,  in a  translational  research project. We  tried  to 
uncover  key  nodes  in  the  tyrosine  kinase machinery  responsible  for  resistance  to 
radiotherapy  (and  cell  survival)  and  investigate  the  clinical  potential  of  specific 
targeting  strategies  towards  these  nodes,  rather  than  to  uncover  the  precise 
molecular  pathways  and  molecular  mechanisms  leading  the  increased 
radioresistance.  Therefore,  let  us  benchmark  the  results  obtained  in  this  thesis 
towards the earlier described ‘seven essential characteristics of a good candidate for 
targeted therapy’ (Chapter I, 2.2) in this context. 
The  first  essential  characteristic was  the  expression  of  the  target molecule  in  the 
cancer cells.  In  this  light we did show  that FLT1  is  indeed ubiquitously expressed  in 
HNSCC. Experiments on cell  lines  indeed confirmed FLT1 protein expression  in all of 
our HNSCC cell lines (data not shown). Additional IHC experiments further confirmed 
the presence of  this  kinase  in  the  vast majority of primary head  and neck  tumors 
(136/151,  90%).  Because  the  number  of  tumors  eventually  not  showing  FLT1 
expression  is very  low,  it  is possible  that  the negative staining  in  these  few  tumors 
may  result  from  technical problems associated with  the  IHC  technique,  rather  than 
FLT1 expression being actually absent. Such parameters can be the time and nature 
118 
 
of tissue fixation, the methods used to process tissue, or the temperature of paraffin 
embedding, as well as the storage time of unstained slices. These  lessons were well 
learned  from  the  IHC  detection  of  Her2/C‐erb2  protein  overexpression  in  breast 
cancer    [177‐179]. However,  the expression  level a  therapeutic  target protein does 
not necessarily correlate with its validity as an oncogenic driver. A very nice example 
of  this  are  earlier  clinical  studies  investigating  the  therapeutic  potential  of  EGFR‐
targeting cetuximab in colorectal cancer. Here there seemed no correlation between 
EGFR‐expression  level  and  response  to  therapy:  even  dramatic  clinical  responses 
were  seen  in  EGFR  low/negative  tumors  [180,181].    Somewhat  in  line with  these 
observations  we  report  no  relation  between  local  control  after  radiotherapy  (a 
surrogate  for  in vivo radioresistance)  in oropharyngeal HNSCC and the  level of FLT1 
expression. Moreover, our HPV associated HNSCC cell line SCC090, with proven FLT1 
expression but low autocrine VEGFA production does not show a decrease in survival 
after  sunitinib mediated FLT1  inhibition, meaning  that  the expression of FLT1 does 
not implicate its role as an oncogenic driver in HNSCC.  
In  the  context  of  a  newly  identified  oncogene  like  FLT1,  another  essential 
characteristic  of  a  good  candidate  for  targeted  therapy  is  protein  activation.  For 
tyrosine kinases, tyrosine phosphorylation –a property which we did confirm  in our 
HNSCC  cell  lines  for  FLT1‐  is  general  accepted  as  a  good  parameter  to  assess  its 
activation  [85].  Additional  indirect  proof  comes  from  inhibitor  experiments where 
FLT1 kinase  inhibition shows similar effects on radioresistance and survival as siRNA 
and  shRNA  mediated  FLT1  knockdown  in  vitro.  Direct  proof  for  in  vivo  receptor 
activation  is  however  lacking  in  this  work.  Nonetheless,  we  show  autocrine 
production of FLT1 activating ligands in HNSCC, in vivo as well as in vitro. Additionally, 
we  learned  from our  in vitro experiments  that  the  level of VEGFA activating  ligand 
expression correlates to FLT1 mediated functions like radioresistance and decreased 
cell survival following FLT1 inhibition.  
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We  have  shown  many  different  experiments  demonstrating  that  FLT1  is  indeed 
important  towards  HNSCC  survival  and  radiotherapy  resistance.  We  did  this  in 
independent HNSCC  cell  lines  using  different  inhibitors,  siRNA  and  shRNA,  proving 
indeed  the phenomenon of FLT1 oncogene addiction  in HNSCC  in vitro at  least  in a 
subset  of  HNSCC.  In  vivo  experiments  are  still  lacking  and  surely  need  to  be 
performed  in the future. The  lack of a good specific FLT1  inhibitor however hinders 
this approach at the moment. To date indeed, no good specific FLT1 inhibitor exists. 
In  fact,  the  currently  available  candidates  are  mostly  inhibitors  designed  as  anti‐
angiogenic  therapy  against KDR with  additional off‐target  anti‐FLT1  activity.  This  is 
also  the  case  for  the  inhibitors  axitinib  and  sunitinib  used  in  this  study.  Although 
some  data  are  available  for  FLT1  inhibitor  effectiveness  from  in  vitro  assays,  it  is 
currently not known  if  tumoral FLT1  can be  inhibited using  these  inhibitors  in  vivo 
(see Chapter VIII, 2). Of course these non specific inhibitors could be used for in vivo 
testing.  However,  as  they  are  expected  to  also  have  a  profound  effect  on 
angiogenesis (through KDR inhibition) it would be difficult to credit a possible tumor 
regression or  increased  radiosensitivity  to an  inhibitory effect  through  FLT1.  These 
effects  can  indeed also be explained by  inhibition of angiogenesis  [182‐184]. An  in 
vivo  inducible  FLT1  knockout model  could however be able  to provide  the needed 
proof of concept of a possible efficacy of FLT1 targeted therapy. This approach would 
however not be clinically applicable. On the other hand, there are already in vivo data 
available  showing  FLT1’s  essentiality  towards  tumor  growth  in  squamous  cell 
carcinoma of the skin [155].  
Experiments  with  FLT1‐kinase‐dead‐mice  have  demonstrated  that  FLT1‐kinase 
function seems completely expendable  for normal  life and development. Therefore 
this kinase  seems  to meet  the  requirement of being a  tumor  specific  target  [151]. 
However, to the best of our knowledge, nothing is known about the sensitivity of the 
normal  tissues  in  these mice  towards  radiotherapy.  If  these FLT1‐kinase‐dead‐mice 
would  show  a  higher  radiosensistivity  of  the  normal  tissues,  this  property  would 
abolish or at least diminish the therapeutic potential of a combined radiotherapy and 
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FLT1‐targeting  approach  in  HNSCC.  Therefore we  believe  this  topic  needs  further 
study. 
Our  in  vitro  studies  clearly  showed  proof  of  concept  that  FLT1  kinase  is  indeed  a 
targetable oncogenic driver. As  illustrated  from our  in vitro data using  sunitinib on 
SCC090, not all HNSCC cell lines seem to be FLT1 driven. It is therefore important to 
be able  to determine  in advance  if a HNSCC  tumor will or will not  respond  to FLT1 
targeting.  This  is  where  appropriate  biomarker  strategies  come  in.  An  adequate 
selection of patients whom you will expose  to  these kind of  therapies  is extremely 
important,  as we  have  learned  from  the  past:  effective  treatment  strategies may 
indeed fail to show an improvement in outcome it not the correct group of patients is 
treated. A nice example of  this  is an analysis done by Simon and  colleagues  [185]. 
They demonstrated that trastuzumab (a highly effective therapy in metastastic HER2‐
overexpressing  breast  cancer)  probably  would  have  failed  to  show  any  survival 
benefit if the study would have been performed in unselected patients [185]. Another 
example is the story of gefitinib in non small cell lung cancer (NSCLC). Here only after 
2 negative phase  III trials  [186,187],  it was discovered that only EGFR mutated  lung 
cancers would be responsive to EGFR targeted therapy [188]. And later it was indeed 
shown that gefitinib was detrimental to patients having EGFR wild  type tumors but 
beneficial to patients showing EGFR mutated adenocarcinoma of the  lung [189]. An 
adequate biomarker will select the right patients for a certain targeted therapy and 
will also prevent other patients  from drug exposure  related  toxicity  if no benefit  is 
expected. Besides, an adequate patient selection strategy  will also make clinical trials 
more cost‐effective.  
In  this  context, we  did  very  interesting  observations  regarding  possible  predictive 
biomarkers for FLT1 targeted therapy. We observed that FLT1 targeting using TKI’s or 
siRNA seems to have a stronger radiosensitizing effect in our cell line with the higher 
VEGFA expression. We also observed failure of FLT1 targeted therapy using sunitinib 
in  SCC090, our HNSCC  cell  line with  the  lowest VEGFA expression.    Further over  a 
panel  of  different  cell  lines  derived  from  primary  HNSCC,  we  document  a  strong 
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correlation  between  autocrine  VEGFA  expression  and  radioresistance,  a  property 
which we showed  to be FLT1 dependent.  In accordance with  these observations,  it 
has  been  known  that  higher  VEGFA  expression  predicts  for worse  local  control  in 
primary HNSCC after radiotherapy [71,72]. Taken together, it is likely that the level of 
expression  of  the  FLT1  activating  ligand  VEGFA  correlates  with  FLT1  receptor 
activation  and  therefore would  also  identify  the  HNSCC  tumors with  a)  activated 
FLT1,  b)  subsequent  FLT1‐  oncogene  addiction  resulting  in  c)  increased 
radioresistance. If the response towards FLT1 targeting is dependent on HPV status in 
HNSCC,  as  might  be  suggested  by  our  observations  using  sunitinib  on  our  HPV 
positive  and  negative  cell  lines  (SCC090,  SCC61  and  SQD9),  needs  further 
investigation.   
The  final essential characteristic of a good candidate for targeted therapy  is that of 
numerical  importance. Our observations, showing VEGFA expression as well as FLT1 
expression in nearly all HNSCC biopsies and cell lines, suggest this is indeed the case 
for  FLT1.  However,  as  we  notice  that  within  our  panel  of  HNSCC  cells  both  the 
response towards FLT1 targeted therapy and the radioresistance correlate closely to 
the highly variable VEGFA expression  levels, we believe that the relative importance 
of  FLT1  as  an  oncogenic  driver  within  a  specific  HNSCC  cell  line  is  probably  a 
continuum:  on  the  one  hand we  have  cells with  very  low  VEGFA  expression  and 
subsequently  no  relevant  FLT1  activation  resulting  in  no  impact  of  FLT1  targeting 
strategies.  On  the  other  hand  we  have  cells  with  high  VEGFA  expression  levels, 
showing FLT1 activation and oncogene addiction. Currently we have no  idea about 
what  level  of  VEGFA  expression  reflects  a  relevant  contribution  of  FLT1  towards 
radioresistance  and  tumor  growth  in  the  context  of  FLT1  targeted  therapy.  We 
believe more insight may be obtained from examining several patient derived HNSCC 
xenograft models using a clinically applicable FLT1 targeting strategy. 
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2. FLT1 Targeting strategies: problems and opportunities 
As  demonstrated  in  Chapter  V,  plasma  membrane  permeability  is  an  essential 
characteristic for a FLT1 inhibitor in the context of HNSCC because of the intracellular 
localization  of  FLT1  in  this  disease.  However  another  (and  more  problematic) 
characteristic of an FLT1 targeting drug is the ability to interfere with FLT1 signaling at 
exposure  levels  achievable  in  vivo.  As  can  be  seen  from  our  survival  assays  using 
axitinib and  sunitinib performed with our HNSCC  cell  lines,  the  inhibitory effect on 
cell  growth  or  survival  kicks  in  only  at  concentrations  of  0.5  µM  or  above.  The 
achievable plasma concentrations of sunitinib and axitinib reported by the Food and 
Drug Administration  (FDA) are 0.254 µM and 0.071 µM  respectively. Therefore  it  is 
expected that FLT1 signaling can’t be efficiently altered using these drugs in a patient 
oriented  setting.  This  was  one  of  the  reasons  why  no  in  vivo  experiments  were 
undertaken to test the effect of these inhibitors: the outcomes of these experiments 
would  not  be  clinically  relevant.  As  discussed  earlier,  the  currently  available  FLT1 
targeting  TKI’s  are  inhibitors  designed  as  anti‐angiogenic  therapy  targeting 
predominantly KDR with  ‘off‐target’ anti‐FLT1 activity. This KDR  targeting activity  is 
problematic,  first  of  all  because  an  additional  profound  effect  on  angiogenesis 
through KDR may result in unpredictable outcome: A well balanced angiogenic effect 
of  such  a  compound  may  result  in  vascular  normalization  and  increased 
radiosensitivity  through  better  oxygen  supply.  However  on  the  other  hand  a 
somewhat stronger anti‐angiogenic effect may result  in hypo‐vascularisation, where 
lack of oxygen  supply  results  in  increased  radioresistance. The use of  the  currently 
available  FLT1  TKI’s  therefore  adds  an  additional  layer  of  complexity  toward  the 
predictability  of  treatment  outcome which  in my  opinion  is  better  to  be  avoided. 
Furthermore, additional KDR inhibitory activity will also result in additional toxicity. A 
more specific and more powerful FLT1 TKI is therefore awaited. 
 In  this  context,  another  compound  of  special  interest  is  Farnesiferol  C,  a  herbal 
compound  which  seems  to  interfere  with  VEGFA‐FLT1  but  not  VEGFA‐KDR  signal 
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transduction  [190].  This  compound  seems  to  be  well  tolerated.  Moreover, 
Farnesiferol C  is a coumarin, a class of drugs which  is characterized by good plasma 
membrane  permeability  [191].  Unfortunately  we  were  not  able  to  obtain  this 
compound for testing on our HNSCC cells.  
Targeting strategies based on peptides or monoclonal antibodies seem problematic, 
because of  their poor membrane permeability  resulting  from  their greater size and 
lower  lipophilicity.  Although  multiple  drug‐delivery  strategies  exist  (e.g.  cell 
penetrating  peptide  sequences,  nanoparticles)  [192,193],  the  delivery  of  these 
compounds to the correct cellular compartments remains a daunting problem [192]. 
Furthermore,  it  is  currently  not  known  in which  subcellular  compartment  FLT1  is 
activated, meaning this topic requires further study. 
Finally  there  is  also  the  possibility  to  target  FLT1  expression  in HNSCC.  A  strategy 
using  DNA  antisense  therapy  to  target  tyrosine  kinase  expression  in  HNSCC  has 
already  shown promising  results  indeed  towards  EGFR  [194].    The  application was 
both  safe  and effective,  although  it  required direct  injection of  the  antisense DNA 
into the tumoral lesion. This of course impedes routinely clinical application. Another 
interesting setup is the use of shRNA molecules coupled to an RNA‐based aptamer to 
ensure  tumor  specific  uptake.  Interesting  preclinical  results  have  already  been 
obtained  in  l  in  vivo  prostate  cancer models  to  silence DNA  repair  proteins  [195]. 
SiRNA, shRNA or antisense‐DNA can also be delivered using nanoparticles [196]. The 
challenge  in  these  approaches  is  to  deliver  these  nuclear  acids  specifically within 
tumor cells. However, although  it has been shown  that FLT1 kinase  function seems 
expendable for normal life, total FLT1 loss is not [151,197]. A non‐tumor‐specific FLT1 
knockdown  strategy may  therefore  result  is  significant  toxicity,  related  to  vascular 
overgrowth. 
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3. FLT1 from bench to bedside: many milestones are still ahead 
We  identified FLT1 as a new  target  to modulate  the survival and  radiosensitivity of 
HNSCC  cells with  high  clinical  potential  (see  Chapter  VIII,  1). However  several  key 
scientific questions  first need  to be answered before FLT1  targeted  therapy can be 
brought  to  clinical  practice.  First  of  all,  the  role  of  FLT1  in  HNSCC  survival  and 
especially  radioresistance  needs  to  be  confirmed  in  vivo.  An  inducible  shRNA 
mediated  FLT1  knockdown model may  be  used  to  verify  this matter.  Secondly,  as 
discussed  earlier,  verifying  if  FLT1‐TK  knockout  models  do  or  do  not  experience 
increased radiosensitivity  [151] of the normal tissues will be an  important go/no‐go 
experiment towards the development of FLT1  targeted therapy  in HNSCC oncology. 
Thirdly,  a  better  FLT1  inhibitor  is  needed  (see  discussion Chapter VIII,  2),  showing 
good FLT1  inactivating ability under drug exposure  levels which are realistic  in vivo. 
Finally, more  thorough  testing of potential biomarkers  towards response prediction 
for FLT1  targeted  therapy needs  to be done. The use of several, well characterized  
patient  derived  xenograft models may  provide  us  the  information  needed.  In  this 
context,  experiments  done  by  our  group  already  point  out  that  assays  with  the 
potential  to assess  intratumoral VEGFA expression  in a  (semi)quantitative way  (like 
IHC,  qPCR,  Elisa,…)  are  of  special  interest. HPV  status may  also  be  of  importance.  
Only with  these  additional  questions  answered,  clinical  testing  of  a  FLT1  targeted 
strategy may be taken towards Phase I‐III clinical testing with confidence. 
4. Tyrosine kinases affecting HNSCC survival but not radiosensitivity 
Next to the tyrosine kinases FLT1, (and the well established HNSCC target EGFR) also 
a handful of other kinases affecting HNSCC survival only was retained. Since the aim 
of this thesis was to define new starting points to improve mainly the radiotherapy 
response in HNSCC these kinases were not further investigated, due to lack of time 
and resources. However due to a profound impact on cell survival these kinases could 
still be meaningful new targets. These kinases include BMX, AXL, TNK and TXK. A 
recent report linked AXL signal transduction to HNSCC invasion and migration, and 
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demonstrated that AXL overexpression correlates with tumor progression and poor 
prognosis [198]. BMX is mainly expressed in epithelial cells and has already been 
identified as an oncogenic driver in prostate cancer, bladder cancer and glioblastoma 
[199‐201]. As BMX is a component of the PI3K pathway it is interesting to find BMX as 
a target in our  ‘PI3K mutated’ cell line SCC61 [202].   
5. New radiobiologic insight towards HPV associated HNSCC tumors 
In  this work  it was  attempted  to  shed  light on  the  radiobiology of HPV‐associated 
HNSCC tumors. The starting point of the study was the observation that among our 
HNSCC  cell  lines  the  lowest  VEGFA  expression  correlating  with  the  highest 
radiosensitivity was seen in our HPV(+) HNSCC lines (Chapter IV, Fig. 8). A diminished 
VEGFA  expression  associated with HPV(+)  status was  also  seen  on  tumor  biopsies 
derived from primary HNSCC (Chapter VI, Fig. 11). This  lower VEGFA expression also 
correlated with  a  lack  of  response  towards  FLT1  targeted  therapy  in  HNSCC  cells 
(Chapter  VI,  Fig.  11)  suggesting  that  HPV  (+)  HNSCC’s might  owe  their  decreased 
radioresistance to a lack of FLT1 activity. To study the nature of this decreased VEGFA 
expression we decided to study a possible role of p16 as a suppressor of the HIF1 
pathway in HPV associated HNSCC. This was an interesting offset since a suppressed 
HIF1 pathway  in HPV(+) HNSCC would not only explain the origin of the decreased 
VEGFA  expression  but  it  would  also  shed  additional  light  on  the  biological 
mechanisms  explaining  their  increased  radiosensitivity,  the  lack  of  negative 
prognostic  impact of hypoxia as well as the failure of hypoxia targeted therapy  (see 
Chapter I, 4.2.2.5). 
Although we clearly demonstrated p16 related HIF1 suppressive activity  in HPV(+) 
HNSCC, we also demonstrated that this suppressive activity did not suffice to prevent 
a glycolytic shift in these cells. Possibly this is due to HIF1 stimulatory activity of the 
HPV oncoproteins [169]. We also could not show evidence supporting the hypothesis 
of p16  compromising  survival of HPV(+) HNSCC  cells under hypoxia, a process  that 
would  (partly)  explain  why    HPV  related  tumors  are  more  radiocurable  and  why 
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hypoxia  targeted drugs  seem  ineffective  in  this  setting. Nonetheless,  since hypoxic 
conditions can be more pronounced  in vivo  than  in our  in vitro conditions  (1% O2), 
this  hypothesis  cannot  be  completely  rejected  by  our  experimental  findings.  The 
reason why HPV(+) HNSCC  is not responsive on hypoxia  targeted  therapy  therefore 
remains  obscure,  although  new  insight  came  from  a  very  recent  publication  by 
Sorensen et al [203]. Next to showing that there is no difference between the hypoxic 
gene response between HPV(+) and (‐) HNSCC cells  in anoxic (0% O2)   and normoxic 
conditions  (21%  O2)  they  also  showed  that  the  hypoxia  sensitizing  effect  of 
nimorazole was comparable  in both types of cells. The authors suggested therefore 
that the failure of nimorazole to sensitize HPV positive cells in vivo might result from 
‘overkill’  since  HPV(+)  cells  seemed  more  radiosensitive.  This  means  that  as 
radiotherapy may  be  already  inducing  sufficient  cell  kill  as  a monotherapy,  there 
would be no benefit of intensifying the treatment as it is only possible to kill all cells 
once. Nonetheless, based on these data it is also very reasonable to assume that the 
explanation may  be  related  to  processes  in  the microenvironment  such  as  tumor 
vasculature  or  the  immune  system. A  decreased VEGFA  expression  in  response  to 
radiotherapy may  indeed fail to protect the tumor vasculature from radiotherapy  in 
HPV positive cells  for example  [204]. The  result could  then be a more pronounced 
vascular disruption and increased tumor kill. On the other hand, as radiotherapy  co‐
acts with  the  immune  system  to eradicate  tumor cells  [127],  it  is possible  that  the 
unique  interaction  between  the  viral  oncogenes,  the  immune  system  and  hypoxia 
may  explain  these  findings.  For  example  it  is  possible  that  improved  immune 
response,  resulting  from hypoxia and viral antigen mediated  stimulation of antigen 
presenting  cells  [205,206]  selectively  compensates  for  the  detrimental  effect  of 
hypoxia in HPV(+) cells only.  
6. The epidemiology of HPV related oropharyngeal cancer in Flanders 
As  already  discussed,  a  subgroup  of  HNSCC  is  etiologically  related  to  Human 
Papilloma Virus (HPV) infection. Recently it became clear that this is a different tumor 
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entity, with  distinct  clinical  behavior,  affecting  younger  people with  higher  socio‐
economical  status. These  cancers are predominantly originating  in  the oropharynx. 
According to American SEER data, this subgroup  is becoming a new epidemic,   with 
its incidence increasing 2‐3% each year. American studies have shown that 40 to 65% 
of HNSCC arising from the oropharynx could be attributed to HPV16 [10,11,12,13]. It 
has  also  been  shown  that  these  tumors  respond  far  better  to  radiotherapy  and 
chemotherapy  treatments  [15,16].  However,  as  already  mentioned  they  do  not 
respond to hypoxia targeted treatment  [207,16]. These  factors could probably have 
an  impact on  treatment  selection. Currently,  locally  advanced  stage oropharyngeal 
cancers  are  being  treated  in  the  same  way  as  the  classical  HNSCC  with  radio‐
chemotherapy  schedules.  These  intense  treatment  regimens  come however  at  the 
cost of severe acute and  late toxicity  (like dysphagia and feeding‐tube dependency) 
[35]. Patients with HPV‐associated HNSCC might not need  these  intense  treatment 
regimens,  and  perhaps  more  function  sparing  therapies  lead  to  equal  survival 
numbers in this population. To set up new studies, we need to have an idea about the 
prevalence of HPV in oropharyngeal cancer in our patient population. However, large 
geographical  differences  seem  to  exist.  In  the  United  States  40  to  80%  of 
oropharyngeal tumors are associated with HPV, while in Europe the proportion varies 
from 90% in Sweden to about 20% in communities with high tobacco exposure [95]. 
Before our study was undertaken, no data were available for Flanders nor Belgium.  
The  technical  aspects  of HPV  testing may  affect  prevalence  numbers  and may  be 
partly  responsible  for  the  large  geographical  differences  seen  in  Europe,  as  for 
example  PCR  techniques  are  highly  susceptible  to  DNA  contamination  between 
unrelated  samples  [121,122].  Therefore  HPV  testing was  performed with  extreme 
care using  a  validated  approach making use of double  testing. We used  a GP5+6+ 
primer  pair  based  PCR  to  detect  HPV  DNA  together  with  p16  IHC,  an  approach 
showing an accuracy for HPV testing on paraffin embedded tumor blocks approaching 
100% [165,166].  To avoid false negatives the amplifiability of the extracted DNA was 
tested, and the presence of tumor tissue in the extracted tissue was verified using the 
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sandwich method. Further the used PCR test was suited to detect a very wide range 
of high‐risk HPV subtypes, in contrast to several in situ hybridization probes. Next to 
p16  immunohistochemistry,  we  also  changed  microtome  blades  between  each 
microtome cut tissue block to avoid false positives. We are therefore very confident 
that  the  found prevalence  level of HPV  related oropharyngeal cancers are accurate 
and reliable.  
The prevalence of HPV(+) oropharyngeal cancer  in Flanders was found to be 24.78% 
(19.93‐30.36%).  Further  we  were  also  able  to  show  that  the  incidence  of 
oropharyngeal carcinoma  in Flanders  is on  the rise  in both males  (2.3% yearly) and 
females  (5.5%  yearly).  These  data  are  essential  for  writing  new  clinical  study 
protocols  investigating  more  organ  spearing  approaches  for  these  HPV‐positive 
HNSCC patients with better prognosis. These data may become relevant  for clinical 
policy making towards treatment follow‐up and prevention campaigns for example. 
Our study confirms data from other series by showing HPV(+) tumors correlated with 
more advanced tumor stage, less smoking and alcohol consumption, tonsillar/base of 
tongue sublocalization and better outcome after radio(chemo)therapy. Interestingly, 
we saw that HPV(+) tumors were associated with elder age  in Flanders. The reason 
for  this  in not  clear but  it  is possible  that differences  in oral  sex practice between 
Flanders and the United States exist.  
The  younger  age  and  improved  survival  of  HPV‐positive  patients  implies  that  a 
reduction of treatment related toxicity may be necessary and feasible. In this context, 
a more recent report claimed that  in advanced stage HPV associated oropharyngeal 
carcinoma  radiotherapy  alone  had  similar  LRC  rates  compared  to  concurrent 
radiochemotherapy.  In  our  series  however,  we  did  not  find  any  evidence  for  a 
difference  in effectiveness  for  concurrent  chemoradiotherapy between HPV(+)  and 
HPV(‐) patients. Our data are  in  line with  the data obtained  from  (HPV associated) 
cervix  carcinoma, where  the  addition  of  chemotherapy  results  in  better  outcome 
[208].  Therefore  we  believe  that  treatment  de‐escalation  by  omitting  concurrent 
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chemotherapy  is  probably  not  a  good  idea.  If  the  more  toxic  chemotherapeutic 
cisplatin  can  be  replaced  by  the  less  toxic  EGFR  directed  monoclonal  antibody 
cetuximab is currently under investigation in the ‘RTOG‐1016 and ‘De‐ESCALaTE HPV’ 
randomized clinical trials.  
As HPV positive tumors are more radiosensitive [15,16,111] another possible strategy 
to  reduce  treatment  related  toxicity  is  the  reduction  of  the  standard  dose  of 
definitive  radiotherapy. An  interesting approach where HPV positive  tumors with a 
complete remission after induction chemotherapy receive a reduced dose of 54 Gy is 
currently under investigation by the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) in a 
phase II trial.  
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Summary 
Head‐and‐neck  squamous  cell  carcinoma  (HNSCC)  is  the  fifth  most  common 
malignancy worldwide,  responsible for approximately half a million new cases every 
year. The treatment of this disease  is challenging and characterized by high rates of 
therapy  failure  and  toxicity,  stressing  the  need  for  new  innovative  treatment 
strategies.  
In  this  work  we  primarily  aimed  to  identify  potential  starting  points  for  new 
therapeutic  targeting  strategies.  We  therefore  performed  a  high  throughput 
shRNAmir based screen on HNSCC cells with the aim to identify tyrosine kinases that 
are  mediating  radiotherapy  resistance.  Using  this  screen  setup  we  identified  the 
receptor  tyrosine  kinase  FLT1  (VEGFR1)  as  an  important driver of  cell  survival  and 
radioresistance, and demonstrate  receptor activation  through autocrine production 
of  FLT1  ligands.  Immunohistochemistry  on  HNSCC  patient  samples  demonstrated 
FLT1  and  ligands  to  be  uniformly  expressed.  Interestingly,  FLT1  was  selectively 
overexpressed  in  tumour  tissue  as  compared  to  non‐cancerous  epithelium. 
Remarkably,  we  found  only  membrane  permeable  FLT1  kinase  inhibitors  to  be 
effective, which was in agreement with the intracellular localization of FLT1.  
Taken  together, we  document  expression  of  FLT1  in HNSCC  and  demonstrate  this 
kinase to modulate radioresistance and cancer cell survival. Given the fact that FLT1 
kinase  is selectively upregulated  in tumour tissue and that  its kinase function seems 
expendable  for normal  life  and development,  this  kinase holds  great promise  as  a 
new potential  therapeutic  target. Nonetheless several scientific questions still need 
to  be  resolved  before  FLT1  targeted  therapy  can  be  transferred  from  bench  to 
bedside. Most crucial is the development of a good FLT1 targeting drug, which is able 
to  shut  down  FLT1  activity  at  concentrations which  are maintainable  in  a  clinical 
setting. Also further validation of such a FLT1 targeting strategy  is recommended  in 
different patient derived HNSCC xenograft models to evaluate therapy responses as 
well as to validate prognostic biomarkers  like for example (semi)quantitative VEGFA 
expression or Human Papilloma Virus (HPV) status.  
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A  subgroup  of  HNSCC  is  etiologically  related  to  HPV  infection.  These  HPV  related 
tumors present a different clinical behavior as compared  to classical HPV unrelated 
HNSCC which  seems  rather  paradoxical:  they  tend  to  have  a  better  prognosis  and 
show  a  better  response  to  radio/chemotherapy  although  these  tumors  are 
undifferentiated and show more advanced clinical stages. Additionally  in contrast to 
HPV  unrelated  HNSCC  they  seem  not  responsive  to  hypoxia  targeted  therapy 
although  the  level of hypoxia between  these  tumors  is  comparable.  To date  these 
characteristics are unexplained on a molecular level. As a starting point to shed light 
on  this  intriguing  radiobiologic  behavior,  we  started  from  observations  done  on 
breast cancer cells where it was shown that p16 suppresses the expression of VEGFA 
(a FLT1 activating  ligand),  through  inhibition of HIF1the key  regulator of hypoxic 
metabolism. If we could show that p16 is suppressing HIF1 in HPV positive HNSCC, a 
resulting  reduction of VEGFA expression could maybe explain part of  the  increased 
radiosensitivity  through  impaired  FLT1  activity.  Additionally,  an  impaired  HIF1 
function could  lead to hypoxia  intolerance, owing to  impaired adaptation to cellular 
hypoxia related metabolic stress. This hypoxia intolerance could then severely impact 
cellular  survival  under  oxygen  deprivation,  and  therefore  lead  to  increased 
radiosensitivity  in vivo, since  these cells would be unable  to  rely on hypoxic niches 
within a tumor to protect them from radiation. We clearly demonstrated p16 related 
HIF1  suppressive  activity  in  HPV  positive  HNSCC  resulting  in  suppressed  VEGFA 
expression. However we also showed that this suppressive activity did not suffice to 
prevent a HIF1 mediated metabolic shift nor hypoxia intolerance in these cells. The 
reason  why  HPV  positive  HNSCC  is  not  responsive  on  hypoxia  targeted  therapy 
therefore remains elusive. Recent work, however, by the DAHANCA group shows HPV 
positive HNSCC cells are sensitive to hypoxia targeting but only in vitro. It is therefore 
possible that the true explanation of this strange radiobiological behavior might come 
from studies investigating the tumor microenvironment like the tumor vasculature or 
the immune system. 
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HPV  associated  HNSCC  is  currently  becoming  a  global  epidemic.  According  to 
American SEER data, the incidence of this type of cancer is increasing with 2‐3% each 
year. American studies have shown that 40 to 65% of HNSCC arising from the base of 
tongue or  tonsil could be attributed  to HPV16. As already mentioned  these  tumors 
are more  radiocurable  but  are  not  responsive  to  hypoxia  targeted  therapy.  These 
factors  could  probably  have  an  impact  on  treatment  selection.  Currently,  locally 
advanced  stage  oropharyngeal  cancers  are  being  treated  in  the  same way  as  the 
classical  HNSCC  with  radio‐chemotherapy  schedules.  These  intense  treatment 
regimens come however at the cost of severe acute and  late toxicity (like dysphagia 
and  PEG‐tube  dependency).  Patients  with  HPV‐associated  HNSCC might  not  need 
these intense treatment regimens, and perhaps more function sparing therapies lead 
to equal survival numbers in this population. To set up new clinical studies, we need 
to have an idea about the prevalence of HPV  in oropharyngeal cancer  in our patient 
population  in  Flanders  (Belgium),  certainly  because  large  geographical  differences 
seem  to exist. Therefore a multicenter cooperative  study was undertaken between 
the radiation‐oncology departments of the Flemish universities.  We found indeed an 
increasing  incidence  of  oropharyngeal  carcinoma  increases  in  males  as  well  as 
females.  The prevalence of HPV(+) oropharyngeal carcinoma was found to be 24.78% 
(19.93‐30.36%).  HPV  status  remained  a  strong  predictor  of  better  locoregional 
control  after  multivariate  analysis.  Regarding  locoregional  control  we  found  the 
addition of  concurrent  chemotherapy  to be  of  equal  benefit  in HPV(+)  and HPV(‐) 
patients  suggesting  that  treatment  de‐escalation  by  omitting  concurrent 
chemotherapy is probably not a good idea. 
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Samenvatting 
Hoofd‐ en halskanker  (HHK)  is de vijfde meest voorkomende kanker wereldwijd. Elk 
jaar  wordt  de  diagnose  bij  een  half  miljoen  mensen  gesteld.  Radiotherapie  en 
heelkunde zijn de voornaamste behandelingsmodaliteiten. De behandeling van deze 
tumoren  is  een  complex  en  wordt  gekenmerkt  door  belangrijke  toxiciteit. 
Desondanks  blijven  de  genezingskansen  beperkt.  Nieuwe 
behandelingstrategieënbehandelingsstrategieën  zijn  hierom  zeer  welkom,  zeker 
indien ze de therapeutische slaagkansen kunnen verhogen zonder meer toxiciteit te 
veroorzaken. 
In  dit  doctoraal  proefschrift  werd  gepoogd  nieuwe  aanknopingspunten  te 
identificeren  om  de  effectiviteit  van  een  bestralingsbehandeling  te  verhogen. Met 
een RNA‐interference gebaseerde screeningstechniek werd de ganse tyrosine kinase 
familie onderzocht naar proteïnes die de  resistentie aan  radiotherapie verhogen  in 
HHK  cel‐lijnencellijnen. Met  deze  setup  identificeerden we  het  FLT1  eiwit  dat  niet 
enkel  radioresistentie  verhoogt maar ook de  celgroei  stimuleert. Met western blot 
technieken en quantitatievekwantitatieve PCR konden we inderdaad de expressie en 
activatie van dit eiwit confirmeren in deze kanker cellen. De activatie van dit receptor 
eiwit  leek niet veroorzaakt  te  zijn door activerende mutaties, maar door productie 
van  activerende  liganden  (zoals  VEGFA),  door  de  kankercellen  zelf.  Bijkomend 
onderzoek op tumor biopsies van HHK patiënten bevestigde verder dat dit FLT1‐eiwit 
(en ligand) door bijna alle HHK’s tot expressie wordt gebracht. Een zeer interessante 
observatie was  dat  FLT1  selectief  tot  overexpressie werd  gebracht  in  HHK  cellen. 
Verder  werd  eerder  reeds  aangetoond  dat  de  kinase  functie  van  dit  eiwit  niet 
essentieel  is voor de normale weefselgroei en homeostase. Hierom verwachten we 
weinig toxiciteit van FLT1 gerichte therapie.  
Bij evaluatie van verschillende  strategieën om de FLT1 kinase  functie  stil  te  leggen 
noteerden  we  dat  enkel  cel  membraan  permeabele  farmaca  effectief  bleken.  De 
oorzaak hiervan was dat het FLT1 eiwit zich, tegen de verwachtingen  in, niet op de 
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celmembraan  bevond, maar wel  intracellulair.  Er  dienen  echter  nog  verscheidene 
horden genomen  te worden  voordat  FLT1 gerichte  therapie  in  klinische  studies op 
patiënten  kan worden  getest. Meest  essentieel  hierbij  is  de  ontwikkeling  van  een 
goede en selectieve FLT1  inhibitor, die FLT1 kan uitschakelen aan concentraties die 
klinisch haalbaar zijn in patiënten.  
Een  subgroep  van HHK wordten  geïnduceerd door een  infectie met het HPV  virus. 
Deze  tumoren,  die  gekenmerkt  worden  door  p16  overexpressie,  hebben  een 
intrigerend  radiobiologisch  gedrag:  hHoewel  deze  tumoren  slecht  gedifferentieerd 
zijn en zich meestal  in meer geavanceerde stadia presenteren, hebben ze  toch een 
beduidend  betere  prognose  na  radio(chemo)therapie.  Bijkomend  zien we  ook  dat 
deze  tumoren,  in  tegenstelling  tot contrast met de klassieke HHK’s, niet  responsief 
zijn voor hypoxie gerichte therapie. Nochtans werd reeds aangetoond dat deze beide 
groepen  van  tumoren  gelijke  hoeveelheden  van  hypoxie  vertonen.  In  de  hoop  dit 
eigenaardige  gedrag  te  kunnen  verklaren  vertrokken  we  van  eerder  gedane 
observaties in borstkanker cellen, waar werd getoond dat p16 de aanmaak van FLT1 
activerend  VEGFA  kan  verminderen  door  de werking  van  HIF1  te  onderdrukken. 
HIF1speelt een sleutelrol in de coördinatie van de metabole processen die een cel 
in staat moeten stellen om te kunnen overleven bij zuurstofgebrek. Hierom leek het 
mogelijk  dat  p16/HPV  positieve  HHK  cellen  niet  zouden  kunnen  overleven  in 
hypoxische omstandigheden. Mogelijks wordt er hierom geen nut gezien van hypoxie 
gerichte  therapie.  Bijkomend  zou  dit  proces  ook  de  verhoogde  radiosensitiviteit 
kunnen verklaren van HPV positieve  tumoren: het werd  reeds  lang aangetoond dat 
hypoxie  tumorcellen beschermt  tegen de  toxische effecten van bestraling. Met p16 
knockdown  experimenten  konden we  aantonen  dat  p16  de  normale werking  van 
HIF1  ondermijnt  in  HPV  positieve  HHK  cellen.  Verder  vonden  we  ook  dat  in 
tumorbiopties  de  van  p16/HPV positieve HHK’s  de maximale VEGFA  expressie  ook 
verlaagd  was.  Deze  data  suggereren  dus  inderdaad  dat  een  verminderde  FLT1 
activatie  door  gebrek  aan  VEGFA mogelijks  aan  de  basis  ligt  van  de  toegenomen 
radiogevoeligheid van deze HPV geassocieerde tumoren. We toonden echter ook aan 
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dat  p16  overexpressie  de werking  van  HIF1  onvoldoende  kan  onderdrukken  om 
hypoxie  intolerantie  te veroorzaken. De  reden waarom HPV positieve  tumoren niet 
responsief zijn aan hypoxie gerichte therapie blijft hierom nog steeds onbekend. 
HPV  infecties geven momenteel aanleiding tot een wereldwijde epidemie van HHK’s 
gelokaliseerd  in  de  oropharynx.  Gegevens  uit  de  VS  tonen  een  toename  van  dit 
kankertype met jaarlijks 2‐3%. Amerikaanse studies tonen verder ook dat momenteel 
reeds 2/3  van de HHK’s  ter hoogte  van de  tonsillen of de  tongbasis door dit  virus 
worden  veroorzaakt.  Zoals  hoger  beschreven  zijn  deze  tumoren  gevoeliger  aan 
radio(chemo)therapie  dan  de  klassieke  HHK’s  die  door  alcoholgebruik  en  roken 
worden veroorzaakt, maar ze zijn niet gevoelig aan hypoxie gerichte  therapie. Deze 
factoren  zullen  mogelijk  in  de  toekomst  een  impact  hebben  op  de  selectie  van 
therapie.  Momenteel  worden  de  locaallokaal  geavanceerde  gevorderde  HPV 
geassocieerde HHK’s van de oropharynx net zoals de klassieke HHK’s behandeld met 
radiochemotherapie. Deze intensieve behandelingsschema’s geven echter aanleiding 
tot  belangrijke  acute  en  laattijdige  toxiciteit  (zoals  dysfagie  en  soms  levenslange 
afhankelijkheid van sondevoeding). Patiënten met een HPV gerelateerde HHK hebben 
mogelijks geen nood aan dergelijke  intensieve  therapie. Het  is mogelijk dat minder 
intensieve behandelingen minder toxiciteit veroorzaken maar toch even efficiënt zijn 
naar  genezingskansen  toe.  Echter  om  studies  te  kunnen  opstarten  die  deze 
vraagstellingen onderzoeken  is het nodig een goed  idee  te hebben van de huidige 
prevalentie van HPV geassocieerde HHK tumoren  in onze regio  (Vlaanderen/België). 
Er  waren  echter  geen  gegevens  hieromtrent.  Epidemiologische  studies  toonden 
verder ook een zeer grote geografische variabiliteit aan, waardoor het moeilijk is een 
extrapolatie te maken vanuit gegevens uit de ons omringende  landen. Hierom werd 
er een multi‐centrische  studie opgezet  tussen de universitaire  radiotherapie  centra 
uit  Vlaanderen  in  samenwerking met  het  nationale  kanker  register.  De  gevonden 
prevalentie  van  HPV  geassocieerde  oropharynx  carcinomen  was  24.78%  (19.93  ‐ 
30.36%).  We  noteerden  verder  ook  een  toenemende  incidentie  van  oropharynx 
carcinomen  in  Vlaanderen  bij  mannen  zowel  als  vrouwen.  HPV  status  bleek  een 
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sterke  predictor  te  zijn  van  locoregionale  tumor  controle  na  radiotherapie  in 
multivariaat  analyse. Met  betrekking  tot  locoregionale  tumor  controle  vonden we 
ook dat het toevoegen van chemotherapie de genezingskansen verbeterde  in zowel 
HPV positieve als negatieve   oropharynx carcinomen. Hierom  lijkt ons het weglaten 
van  concurrente  chemotherapie  geen  ideale  manier  om  de  toxiciteit  van  een 
bestralingsbehandeling  te  verminderen  bij  patiënten  met  een  HPV  geassocieerde 
tumor. 
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